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YFV             virus rumene mrzlice (angl. Yellow Fever Virus) 
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1 UVOD 
 
Arbovirusi se v naravi vzdržujejo s prenosom z okuženih na neokužene gostitelje 
(vretenčarje) z določenimi vrstami členonožcev (komarji, klopi, peščene muhe, mušice). 
Virusi se pomnožujejo v žlezah slinavkah členonožcev v visokih koncentracijah in se nato 
prenesejo na vretenčarje z vbodom členonožcev (Pfeffer in Dobler, 2010). Večina 
arbovirusov pripada družinam Flaviviridae, Bunyaviridae ali Togaviridae in v majhnem 
številu družinama Reoviridae in Orthomyxoviridae (Cleton in sod., 2012). 
V magistrsko nalogo smo vključili virus Zahodnega Nila (WNV), virus klopnega 
meningoencefalitisa (KMEV), virus Usutu (USUV) in virus rumene mrzlice (YFV), ki 
spadajo v rod Flavivirus, družina Flaviviridae.  
Rod Flavivirus obsega več kot 70 virusov, ki jih prenašajo komarji ali klopi. Okužbe s 
flavivirusi so običajno povezane z blagimi kliničnimi znaki, lahko pa povzročijo tudi resne 
klinične zaplete kot so: hemoragična mrzlica, encefalitis ali celo smrt. Genom je sestavljen 
iz enoverižne, pozitivno usmerjene, 11kb dolge ribonukleinske kisline (RNA, angl. 
ribonucleic acid) z enim samim odprtim bralnim okvirjem, ki se neposredno prepiše v 
poliproteinski prekurzor in se kasneje cepi v tri strukturne ter sedem ne-strukturnih 
beljakovin (Kaufmann in Rossmann, 2011; Liang in sod., 2015; Iranpour in sod., 2016).  
Metode za kvantifikacijo kužnih virusov v kliničnih vzorcih imajo pomembno vlogo v 
virologiji. Tradicionalne tehnike določanja koncentracije virusov temeljijo na celičnih 
kulturah, pri katerih opazujemo pojav citopatogenega učinka (CPU). Metode kvantifikacije 
običajno temeljijo na štetju plakov na poltrdnih gojiščih (PFU, angl. plaque forming units)  
ali končni točki redčenja virusnih suspenzij (50-odstotna infektivna doza, TCID50, angl. 
50 % tissue culture infective dose). Te metode so zahtevne in časovno zamudne. Sodobne 
molekularne metode so hitrejše in občutljivejše, kot tiste, ki temeljijo na celičnih kulturah 
(Jonsson in sod., 2009). 
Primerjali smo rezultate klasične tehnike TCID50 in digitalne verižne reakcije s polimerazo 
(dPCR, angl. digital polymerase chain reaction) za določitev koncentracije arbovirusov 
osamljenih v celičnih kulturah. Naš cilj je bil ugotoviti ali lahko sodobne molekularne  
metode nadomestijo klasične tehnike za določevanje koncentracije arbovirusov. Poleg tega 
smo v magistrski nalogi pripravili standarde za kvantitativno verižno reakcijo s polimerazo 
in reverzno transkriptazo (RT-PCR, angl. reverse transcription polymerase chain reaction) v 
realnem času.  
Metoda dPCR temelji na osnovi redčenja vzorcev v mnoge predelke in štetja celotnega 
števila predelkov v katerih pride do pomnoževanja nukleinske kisline. Vzorec pred 
pomnoževanjem razdelimo na nano- ali pikolitre znotraj manjših mikrofluidnih komor 
(komorni dPCR) ali kapljic vode v olju (kapljični dPCR). Ta proces delitve je približek 
Poissonove porazdelitve (vzorec se razdeli v več sto ali več milijonov ločenih predelkov 
tako, da vsak vsebuje 1 ali 0 kopij). Nukleinska kislina je prisotna ali odsotna v posamezni 
2 
Primožič A. Primerjava standardne in molekularne metode za določitev koncentracije arbovirusov. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
reakciji. Iz pogostosti pozitivnih predelkov nato statistično izračunamo število kopij 
nukleinske kisline v originalnem vzorcu (Cao in sod., 2015; Hudecova, 2015). dPCR 
omogoča natančno določitev koncentracije nukleinskih kislin. V primerjavi z osta limi 
molekularnimi metodami za določanje koncentracije ni odvisen od uporabe kalibracijskih 
krivulj in je bolj odporen na odstopanja v vzorcu ali inhibitorje (Pavšič in sod., 2016).  
 
1.1 CILJI NALOGE 
 
Namen magistrske naloge je bil razviti sodobno molekularno metodo, ki bi lahko 
nadomestila klasično metodo s pomnoževanjem virusov v celični kulturi. S tem bi 
poenostavili in pospešili laboratorijsko tehniko določanja orientacijske vrednosti 
koncentracije nekaterih flavivirusov. Poleg tega, smo želeli pripraviti standarde za 
kvantitativni RT-PCR v realnem času. Za dosego cilja smo: 
- osamili virusne RNA iz celičnih kultur, 
- vpeljali metodi RT-PCR v realnem času za dokazovanje USUV in YFV ter jima 
določili specifičnost in občutljivost, 
- s klasično virološko tehniko TCID50 in sodobno molekularno tehniko dPCR določili 
koncentracije vzorcev, 
- izračunali razmerja med rezultati omenjenih tehnik, 
- pripravili standarde za kvantitativni RT-PCR v realnem času. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
Predvidevamo, da: 
- so molekularne metode bolj občutljive kot standardne virološke metode, 
- lahko z digitalnim PCR določimo koncentracijo flavivirusne RNA v vzorcu, ter 
izračunamo koeficient med koncentracijama virusne RNA in kužnimi delci, 
- lahko razmerje med virusno RNA in kužnimi delci s pridom uporabljamo v 
naslednjih pasažah virusa kot oceno virusne koncentracije v vzorcu. 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 FLAVIVIRUSI 
 
Beseda arbovirus (angl. arthropod-borne virus) je ekološki izraz za viruse, ki se prenašajo s 
členonožci kot so komarji, klopi, muhe (Gubler, 2002; Cleton in sod., 2012). V naravi se 
ohranjajo s prenosom iz okuženih na neokužene gostitelje z vbodom členonožcev, pri katerih 
se v žlezah slinavkah razmnožujejo v visokih koncentracijah. Razvili so način prilagajanja 
in širjenja na nova področja, zato spadajo med najpomembnejše porajajoče se viruse. V 
zadnjih desetletjih je pojav novih bolezni in vedno pogostejše širjenje bolezni na nova 
območja ustvaril novo kategorijo patogenov: porajajoči in ponovno porajajoči se patogeni 
mikroorganizmi. Večina porajajočih se virusov je zoonoz, kar pomeni da se prenašajo iz 
živali na ljudi. Med porajajočimi se virusi igrajo arbovirusi zelo pomembno vlogo (Pfeffer 
in Dobler, 2010). V zadnjih nekaj desetletjih so se številni arbovirusi pojavili po vsem svetu 
in sedaj spadajo med najpomembnejše grožnje javnemu zdravstvu 21. stoletja (Lequime in 
Lambrechts, 2014). 
Med arbovirusi najdemo predstavnike iz družin Bunyaviridae, Flaviviridae, Togaviridae in 
Reoviridae. Od več kot 545 arbovirusnih vrst jih več kot 150 povzroča bolezni pri ljudeh. 
Ljudje so navadno naključni gostitelji, ki pogosto ne razvijejo dovolj visoke viremije za 
ponovno okužbo členonožcev in so zato končni gostitelji širjenja virusa (Cleton in sod., 
2012). 
Flavivirusi spadajo v rod Flavivirus, ki obsega več kot 70 vrst virusov. Glede na način 
prenosa ločimo 3 skupine, in sicer: prenos s komarji, prenos s klopi, prenos brez znanega 
prenašalca. Flavivirusi predstavljajo nekaj najpomembnejših arbovirusov, ki so patogeni za 
ljudi in povzročajo širok spekter bolezni  z različnimi kliničnimi znaki in sindromi od 
brezsimptomnih okužb do povišane telesne temperature, glavobola, encefalitisa, 
meningitisa, hepatitisa ali hemoragične mrzlice. Zemljepisna širitev flavivirusnih okužb je 
ena izmed velikih nevarnosti za zdravje po vsem svetu. Dinamika ekoloških in podnebnih 
sprememb, kot tudi dejavnikov povezanih z urbanizacijo, mednarodnimi potovanji, globalno 
trgovino in morebitnimi prilagoditvami flavivirusov na nove gostiteljske vrste povečujejo 
možnost širitve flavivirusov na prej neprizadete regije. Zaradi odvisnosti od posameznih 
gostiteljev, prenašalcev in okolijskih dejavnikov, flavivirusne okužbe niso enakomerno 
zemljepisno razporejene. Japonski encefalitis je javnozdravstveni problem v mnogih 
jugovzhodnih azijskih državah z več kot 50.000 primeri bolezni in 15.000 smrtmi letno. O 
epidemijah virusa japonskega encefalitisa so poročale Kitajska, Japonska, Tajvan, Vietnam, 
Kambodža, Tajska, Indija, Nepal, Bangladeš, Šrilanka. Rumena mrzlica je velik 
javnozdravstveni problem v tropski Južni Ameriki in podsaharski Afriki. WNV se je prvič 
pojavil v Ugandi v provinci West Nile in od takrat so poročali o okužbah po vsej Afriki, v 
Izraelu, Franciji, Romuniji, Rusiji, Ameriki. KMEV so izolirali v 20-30 državah Evrazije in 
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vzhodne Azije. Protivirusna zdravila še ne obstajajo, na voljo so le cepiva proti nekaterim 
flavivirusim okužbam (Heinz in Stiasny, 2012; Maeda. A in Maeda J., 2013). 
Že dolgo pred osamitvijo virusnih povzročiteljev, zgodovinski dokumenti poročajo o 
izbruhih bolezni, ki so primerljivi rumeni mrzlici in mrzlici denga, zlasti na Karibih in tudi 
v evropskih pristaniščih. Uvedeni so bili tudi programi za nadzor komarjev, predvsem z 
namenom odpravljana komarja ščitarja (Aedes aegypti), ki je prenašalec rumene mrzlice in 
mrzlice denga, kar je privedlo do občutnega padca števila okužb in smrti pri ljudeh. V Riu 
de Janeiru se je število smrtnih žrtev rumene mrzlice med leti 1903 in 1909 občutno 
zmanjšalo (2000-0) primerov. Med večje izbruhe flavivirusnih bolezni, ki jih prenašajo 
komarji, štejemo epidemijo rumene mrzlice v Afriki (JZ Etiopija), ki se je začela leta 1960, 
ocenili so približno 100.000 primerov bolezni in 30.000 primerov smrti. Med letoma 1927 
in 1928 je izbruhnila epidemije mrzlice denga v Atenah (Grčija), prva dokumentirana 
epidemija japonskega encefalitisa pa sega v leto 1924 na Japonsko (Weissenböck in sod., 
2010).  
 
2.1.1 Struktura genoma in življenjski krog  
 
Flavivirusi so srednje veliki virusi z lipidno ovojnico (Slika 1). Njihov genom je enoverižna , 
pozitivno usmerjena in približno 11.000 nukleotidov dolga RNA z enim samim odprtim 
bralnim okvirjem. Virusni genom kodira tri strukturne beljakovine, in sicer kapsidno (C), 
ovojnično (E) in prekurzor membranske beljakovine (prM) na 5'  koncu ter sedem ne-
strukturnih (NS) beljakovin (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5), ki so zaporedno 
razvrščene od 5' proti 3' koncu (Maeda A. in Maeda J., 2013). 
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Slika 1: Struktura flavivirusov (Heinz in Stiasny, 2012): Shematski prikaz flavivirusnih delcev. Levo: nezreli 
virioni, desno: zreli virioni. Okrogla kapsida vsebuje pozitivno usmerjeno genomsko RNA in več kopij 
beljakovine C. Nezreli virioni so prekriti s špičastimi kompleksi prM-E heterodimerov. Proteolitična cepitev 
prM rezultira v reorganizaciji beljakovin E in oblikovanju delcev z gladko površino z E dimeri. 
 
 
Osnovne faze življenjskega kroga flavivirusov (Slika 2) vključujejo pritrditev na celično 
površino, vstop v gostiteljsko celico, prenos virusnega genoma v citoplazmo, translacijo 
virusnih beljakovin, pomnoževanje virusne RNA, sestavljanje in zorenje virionov in 
sproščanje virusov iz celice. Okužba se začne s prepoznavanjem in pritrditvijo na specifične 
receptorske molekule celične površine. Virusi nato vstopijo v celice z receptorsko 
posredovano endocitozo. V endosomih, zaradi nizkega pH, beljakovine virusov preidejo v 
aktivno stanje, kar sproži zlitje virusne ovojnice in membrane endosoma (Slika 3), pri čemer 
se virusna RNA sprosti v citoplazmo. Pozitivno usmerjena virusna RNA služi neposredno 
kot obveščevalna RNA (mRNA, angl. messenger RNA), ki je prepisana v en sam poliprotein, 
ki ga celične proteaze cepijo pos- in ko-translacijsko v posamezne beljakovine. Pri tem 
nastanejo tri strukturne (C, E, prM) in sedem ne-strukturnih beljakovin (NS1, NS2A, NS2B, 
NS3, NS4A, NS4B, NS5). Beljakovini NS3 in NS5 z drugimi beljakovinami tvorita 
replikacijski kompleks. Beljakovina NS3 združuje helikazno, serin proteazno in RNA 
trifosfatazno aktivnost. Funkcionalne domene beljakovine NS5 vključujejo S-adenozil 
metiltransferazno in od RNA odvisno RNA polimerazno aktivnost. Replikacijski kompleks 
sintetizira negativno usmerjeno RNA, ki deluje kot matrica za sintezo virusne RNA.  
Beljakovina C je povezana z RNA in tvori nukleokapsidno jedro, beljakovina E sodeluje pri 
vezavi na receptorje, fuziji membran in virusnem sestavljanju. Beljakovina prM v nezrelih 
virusih ščiti beljakovino E pred prezgodnjo membransko fuzijo, ko se del pr beljakovine M 
cepi, se lahko izločajo zreli virusi iz celice. Sestavljanje virionov poteka na membranah 
endoplazemskega retikuluma, čigar lipidno ovojnico pridobijo med brstenjem. Virioni zorijo 
med potovanjem preko cistern trans-Golgijevega omrežja, pri čemer pride do proteolitične 
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cepitve beljakovine prM. Zreli virusi se nato sprostijo iz celic (Maeda A. in Maeda J., 2013; 
Kaufmann in Rossman, 2011).  
 
 
Slika 2: Flavivirusni življenjski krog (Fernandez-Garcia in sod., 2009): Flavivirusi vstopijo v celice z 
receptorsko posredovano endocitozo (1), pri čemer nastanejo endosomi, v katerih je nizek pH (2). Kislo okolje 
sproži fuzijo virusne ovojnice in endosomske membrane, zaradi česar se genom sprosti v citoplazmo (3). 
Translaciji virusne RNA sledi cepljenje nastalega poliproteina z virusnimi in celičnimi proteazami (4), zatem 
virusno razmnoževanje (5). Replikacijski kompleks prepiše RNA (+) v RNA (-), ki nato služi kot matrica za 
sintezo novih RNA (+). Sestavljanje virionov poteka na površini endoplazemskega retikuluma (ER), čemur 
sledi brstenje virionov (6). Novi nezreli virioni potujejo preko trans-Golgijevega omrežja, kjer pride do cepitve 
beljakovine prM in virioni dozorijo v zrele kužne delce (7), ki se sprostijo iz celic z eksocitozo. 
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Slika 3: Shematski prikaz korakov zlitja virusne in endosomske membrane (Kaufmann in Rossmann, 
2011): Področja DI, DII in DIII beljakovine E so obarvana rdeče, rumeno in modro, fuzijske zanke na domeni 
DII so obarvane oranžno. A: E homodimeri na virusnem površju pred fuzijo. B: Nizek pH v endosomu oslabi 
stike med beljakovinami E, sledi razpad dimerov v monomere. To omogoča povezavo fuzijske zanke z 
endosomsko membrano. C: Oblikovanje E trimerov. D: Fuzijski intermediat, kjer so združene zunanje virusne 
in membranske beljakovine. E: Oblikovanje post-fuzijskega E trimera in odpiranje fuzijske pore omogočata 
sprostitev genoma v citoplazmo.   
 
2.1.2 Virus Zahodnega Nila  
 
Virus Zahodnega Nila sodi v rod Flavivirus, v družino Flaviviridae. Prvič so ga izolirali leta 
1937 v Ugandi iz krvi bolnice z vročinsko boleznijo. Genetska primerjava virusa WNV 
izoliranega iz bolnice in drugih virusnih izolatov je pokazala, da je le-ta sodil v genetsko 
linijo 2. Zgodnje filogenetske raziskave so pokazale, da obstajata dve veliki liniji WNV, ki 
krožita v Afriki. Linija 2 je bila sprva omejena na podsaharsko Afriko, nato pa so jo leta 
2004 zaznali v Evropi v divjem kragulju (Accipiter gentilis) na Madžarskem. Prvi primer 
okužbe pri človeku so potrdili istega leta v Rusiji. V naslednjih letih se je virus razširil v 
Avstrijo, Grčijo in Italijo. WNV linije 1 je bil odgovoren za izbruhe ponavljajočih se bolezni  
v sredozemskih državah v zadnjih 50 letih. Ta linija se je tudi prenesla v Ameriko leta 1999 . 
Zemljepisno ima WNV največjo razširjenost od vseh arbovirusov (Hernández-Triana in 
sod., 2014).  
 
2.1.2.1 Kroženje WNV v naravi 
 
WNV v naravi kroži med pticami in komarji. Izoliran je bil iz vsaj 43 vrst komarjev, 
predvsem pripadnikov rodu Culex. Ptice so primarni gostitelji WNV, saj razvijejo dovolj 
visoko viremijo za ponovno okužbo novih komarjev. Virus  so odkrili tudi pri malih sesalcih, 
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vendar se pri njih virus ne razmnoži do dovolj visoke koncentracije za ohranjanje v naravi. 
Zmerno visoke viremije so odkrili pri konjih in lemurjih iz Madagaskarja, za katere menijo, 
da lahko sodelujejo pri ohranjanju virusa v naravi (Pfeffer in Dobler, 2010; Hayes in sod., 
2005a). 
Po prehodu skozi tri faze (jajčece, ličinka, buba) se odrasli komarji začnejo pojavljati 
spomladi. Do pomnoževanja virusa v krogu ptica-komar-ptica pride zgodaj jeseni, ko samice 
komarjev izležejo jajčeca. WNV se ohranja v komarjih z  vertikalnim prenosom iz okužene 
samice na jajčeca, ter v vseh razvojnih stopnjah. Mnogi dejavniki vplivajo na krog virusnega 
razmnoževanja (npr. podnebni pogoji, gostiteljski plenilci in paraziti, plenilci in paraziti 
prenašalcev,…). Prenos virusa na ljudi je odvisen od številčnosti okuženih komarjev, 
okolijskih pogojev in izpostavljenosti ljudi komarjem. Ko okolijski pogoji omogočijo 
povečano razmnoževanje komarjev, zadostno število le teh predstavlja most in takrat 
beležimo okužbe pri pticah in ljudeh (Slika 4) (Petersen in Marfin, 2002; Hayes in sod., 
2005a).  
 
 
Slika 4: Kroženje WNV v naravi  (Petersen in Marfin, 2002) 
 
2.1.2.2 Klinična slika in patogeneza okužb z WNV  
 
Klinični znaki okužbe z WNV se razlikujejo glede na genetsko linijo virusa. V Starem svetu 
WNV (linija 2) povzroča brezsimptomne ali relativno blage okužbe  z znaki podobnimi gripi. 
V Ameriki pa ima WNV (linija 1) višjo virulenco pri pticah in pogosteje povzroči hujše 
nevrološke zaplete pri ljudeh in konjih (Bakonyi in sod., 2006).   
WNV se razmnožuje na mestu vboda komarja in se nato širi v sosednje bezgavke in krvni 
obtok. Zatem potuje preko krvno-možganske pregrade in okuži nevrone (Hayes in sod., 
2005b). S serološkimi raziskavami so ugotovili, da poteka večina okužb brez kliničnih 
znakov bolezni. Približno 20-30 % okuženih ljudi razvije gripi podobno bolezen: vročinska 
bolezen z glavobolom, utrujenostjo, bolečinami v mišicah, slabostjo in bruhanjem. Redko 
poročajo tudi o izpuščajih po vsem telesu. Klinični znaki navadno izginejo v roku 7 dni. Pri  
1 % okuženih WNV vstopi v centralni živčni sistem in povzroči nevroinvazivno bolezen, ki 
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vključuje encefalitis, meningitis,  meningoencefalitis, poliomielitis ali druge oblike akutne 
paralize. Stopnja smrtnosti nevroinvazivnih okužb je približno 10 % (Samuel in Diamond, 
2006, Hernández-Triana, 2014; Sejvar, 2014). Post-nevrološke motnje so pogoste (Prow in 
sod., 2014).  
Leta 2002 sta bila prvič opisana prenosa WNV s transfuzijo krvi in presaditvijo organov ter 
intrauterini prenos iz matere na novorojenčka (Hayes in sod., 2005a). 
 
2.1.2.3 WNV - diagnostika, zdravljenje in cepljenje  
 
 Okužbo z virusom WNV lahko laboratorijsko potrdimo z dokazom: 
- protiteles IgM in IgG v serumu in/ali likvorju z encimsko-imunskim testom ELISA, 
- serokonverzije protiteles IgG v dveh zaporednih vzorcih seruma, odvzetih v 
enotedenskem intervalu z encimsko-imunskim testom ELISA, 
- nevtralizirajočih protiteles, 
- virusne RNA v krvi, likvorju ali urinu z RT-PCR v realnem času, 
- osamitve virusa na celični kulturi (WHO, 2011).  
Specifična protitelesa razreda IgM lahko dokažemo 3-8 dni po pojavu kliničnih znakov 
bolezni in ostanejo v telesu do 3 mesece po okužbi. Če smo serum odvzeli v  manj kot 8 
dneh po razvoju bolezni, odsotnost protiteles IgM ne izključuje okužbe z WNV, saj lahko, 
da se protitelesa še niso razvila. Protitelesa IgG se običajno pojavijo kmalu za protitelesi 
IgM, vendar ostanejo v krvi še več let po okužbi. Zato je prisotnost  protiteles IgG brez 
prisotnosti protiteles IgM dokaz predhodne okužbe. Pozitivne serološke rezultate moramo 
potrditi tudi z dokazom nevtralizirajočih protiteles, saj protitelesa uperjena proti različnim 
flavivirusom navzkrižno reagirajo med seboj (npr. proti KMEV, DENV, YFV…). Z 
osamitvijo virusa na celični kulturi in dokazom virusne RNA z RT-PCR v realnem času 
lahko potrdimo okužbo iz različnih kliničnih vzorcev, vendar morajo le-ti biti odvzeti dovolj 
zgodaj (CDC, 2015a).  
Trenutno ni na voljo ne protivirusnega zdravila niti cepiva za preprečevanje okužb z WNV. 
Zdravljenje je podporno in vključuje hospitalizacijo, intravenozno terapijo, dihalno podporo 
in preprečevanje sekundarnih okužb. Na voljo je le cepivo za konje (WHO, 2011). 
 
2.1.3 Virus klopnega meningoencefalitisa   
 
Klopni meningoencefalitis je najpomembnejša virusna okužba živčnega sistema  v Evropi in 
Aziji, kjer vsako leto zabeležimo približno 10.000 do 15.000 okužb. Virus izhaja iz območja 
Sibirije ali Daljnega vzhoda in se je nato razširil proti jugu in zahodu, pri tem pa so se razvili 
3 podtipi: daljnovzhodni, evropski in sibirski podtip. Najbolj virulenten je daljnovzhodni 
podtip z visoko stopnjo umrljivosti (20-60 %) (Pfeffer in Dobler, 2010; Yoshii in sod., 2014). 
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V naravi se KMEV prenaša s klopi (Ixodes ricinus, Ixodes persulcatus), ohranja pa se v 
majhnih glodavcih iz rodov Myodes in Apodemus (Pfeffer in Dobler, 2010; Yoshii in sod., 
2014; Robertson in sod., 2009). Najvišje število primerov bolezni pri ljudeh je v baltskih 
državah, Sloveniji in Rusiji (WHO, 2017a). 
Prvi primer klopnega meningoencefalitisa v Evropi, ki sta ga dokazala Silber in Soloviev, 
sega v trideseta leta prejšnjega stoletja (Uzcátegui in sod., 2012). V Sloveniji je bila bolezen 
prvič opisana leta 1946 (Kmet in sod., 1955). Izolati KMEV iz Slovenije sodijo v evropski 
podtip in se prenašajo s klopi vrste Ixodes ricinus (Knap in Avšič-Županc, 2015). Slovenija 
ima med evropskimi državami najvišjo stopnjo pojavnosti klopnega meningoencefalitisa, saj 
se število primerov giblje od 180 do 300 na leto (v zadnjem desetletju  8,1-18,6 primerov/ 
100 000 prebivalcev) (Saksida in sod., 2005; Hudopisk in sod., 2013).  
 
2.1.3.1 Kroženje KMEV v naravi  
 
V naravnem okolju se KMEV vzdržuje v klopih, kjer se prenaša transstadialno, in malih 
sesalcih. Glodavci so najpomembnejši naravni gostitelji virusa, saj omogočajo prezimitev 
virusa v naravi ter sočasno hranjenje okuženih in neokuženih klopov (Robertson in sod., 
2009; Šumilo in sod., 2008; Gritsun in sod., 2003).  
Ixodes ricinus je prevladujoča vrsta klopov po vsej Evropi in najpomembnejši prenašalec 
evropskega podtipa KMEV. Daljnovzhodni in sibirski podtip prenaša predvsem klop vrste 
Ixodes persulcatus, ki predstavlja 80-97 % vseh vrst klopov v Sibiriji, Uralu in 
daljnovzhodnih regijah Rusije. V nekaterih delih Evrope, predvsem v baltskih državah in na 
Finskem, se območje razširjenosti obeh vrt klopov prekriva. Največja pojavnost okužb pri 
ljudeh sovpada z sezonskimi vrhovi aktivnosti klopov. V centralni Evropi je vrh aktivnosti 
klopov I. ricinus med majem in oktobrom, ko tudi zabeležimo največje število okužb  
(Gritsun in sod., 2003; Charrel in sod., 2004).  
Dolgoročna obstojnost KMEV v klopih je posledica več možnosti prenosa virusa: klop se 
lahko okuži z virusom pri hranjenju na okuženem gostitelju ali s sočasnim hranjenjem (angl. 
co-feeding), kjer se okužen in neokužen klop hranita na istem gostitelju v neposredni bližini 
in pride do prenosa virusa neposredno iz enega klopa na drugega. KMEV se med klopi 
prenaša tudi transstadialno (med razvojnimi stopnjami klopa) in transovarialno (iz okužene 
samice na potomce) (Ferreri in sod., 2016; Bakhvalova in sod., 2009).  
Življenjski krog klopa (Slika 5) traja od 2 let na toplejših območjih do 6 let na hladnejših 
območjih in vključuje 3 gostitelje. Običajno traja 3 leta, saj interval med vsako razvojno 
stopnjo traja približno 1 leto. Vlažnost, temperatura in fotoperiodični dejavniki splošno 
določajo sezonsko aktivnost I. ricinus, česar posledica je unimodalen ali bimodalen vzorec 
sezonske aktivnosti. Na področjih z zmernim podnebjem ima I. ricinus bimodalen sezonski 
vzorec, z višjim vrhom v spomladanskih in zgodnje poletnih mesecih in drugi, nižji vrh 
jeseni.  Vsaka razvojna faza klopa (ličinka, nimfa, odrasla žival) zahteva gostitelja, na 
katerem  se nekaj dni hrani, samo enkrat preden se preobrazi v naslednjo fazo. Po končanem 
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hranjenju se klop loči od gostitelja in se skrije v podrasti (Knap in Avšič-Županc, 2015; 
Knap in sod., 2009; Randolph, 2008). Aktivnost klopov je splošno pod vplivom dveh glavnih 
podnebnih dejavnikov, ki sta temperatura in vlažnost. Klopi zahtevajo relativno vlažno 
mikroklimo. Vlažnost pod 80 % zmanjšuje njihove možnosti za preživetje in skrajša obdobje 
vbodov. Aktivni, lačni klopi splezajo iz relativno zakritih okolij v vlažnem delu vegetacije 
in plasti tal na plast vegetacije, kjer iščejo potencialnega gostitelja. Ko čakajo na gostitelja 
na relativno izpostavljenih rastlinah, začnejo hitro izgubljati telesno vodo in če izgubijo 
veliko vode, se umaknejo v nižje plasti, kjer obnovijo količino vode v telesu. Poleg vlažnih 
pogojev, je pomemben dejavnik temperatura. Klopi vrste I. ricinus so aktivni le nad 
določeno temperaturo okolja in tako je njihova aktivnost v zimskem času močno zmanjšana.  
Skrajšane dolžine dneva in nizke temperature v zimskem času sprožijo diapavze, ki ustavijo 
razvoj, dokler se temperature ne dvignejo nad mejne vrednosti naslednjo pomlad (Knap in 
sod., 2009; Randolph, 2008).  
 
 
 
Slika 5: Življenjski krog KMEV (Robertson in sod., 2009): Zgornji del: Življenjski krog klopa se razvija 
skozi 4 razvojne faze (jajčece, ličinka, nimfa, odrasla žival). Za prehod skozi vse razvojne stopnje je potrebno 
hranjenje na primernem gostitelju. Okužba s KMEV se ohranja skozi vse razvojne stopnje (rdeče puščice). Do 
prenosa na neokužene klope pride predvsem s sočasnim hranjenjem nimf in ličink na istem glodavcu. Spodnji 
del: Do prenosa KMEV na človeka običajno pride preko vboda okuženega klopa (rdeča puščica). Dendritične 
celice in nevtrofilci so primarne celične tarče okužbe. Te celice sodelujejo pri prenosu virusa v bezgavke, kjer 
se virus razmnožuje. To vodi v viremijo in širjenje v druge organe, vključno s centralnim živčnim sistemom. 
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2.1.3.2 Klinična slika in patogeneza okužb z KMEV  
 
Ljudje so naključni gostitelji. V naravnih pogojih se ljudje običajno okužijo z vbodom 
okuženega klopa, kjer se virus iz mesta vboda razširi v dendritične celice  kože, zatem v 
bližnje bezgavke in nato v periferne organe in centralni živčni sistem. Primarne tarčne celice 
okužbe centralnega živčnega sistema so nevroni. Druga naravna pot okužbe je povezana z 
uživanjem okuženega nepasteriziranega mleka ali mečnih izdelkov (Robertson in sod., 2009; 
Gritsun in sod., 2003). Hudopisk in sod. (2013) poročajo o majhnem izbruhu klopnega 
meningoencefalitisa na kmetiji v Sloveniji, kjer so okužene osebe zaužile okuženo surovo 
kozje mleko. Tri  od 4 oseb so 2-3 dni po zaužitju mleka razvile bolezenske klinične znake, 
4. oseba, ki je bila cepljena, je ostala zdrava. Virusno RNA so dokazali v serumu in mleku 
koze, katere mleko so pile izpostavljene osebe (Hudopisk in sod., 2013).  
Različni podtipi KMEV lahko vodijo v bolezen z različnimi kliničnimi znaki. Okužba z 
daljnovzhodnim podtipom ima navadno najtežji klinični potek boleni: meningoencefalitis 
ali poliencefalitis s smrtnostjo od 20-60 % (Gritsun in sod., 2003). Sibirski podtip pogosteje 
povzroči vročinsko obliko encefalitisa s pogostimi kroničnimi zapleti in s smrtnostjo med 6-
8 % (Gritsun in sod., 2003; Charrel in sod., 2004). Pri evropskem podtipu KMEV je večina 
okužb brezsimptomnih. Pri približno dveh tretjinah bolnikov pa je potek dvofazen. 
Inkubacijska doba običajno traja 7-14 (maksimalno 4-28 dni), nato sledi prva, viremična 
faza bolezni v kateri pride do gripi podobne vročinske bolezni s povišano telesno 
temperaturo, glavobolom, bolečinami v hrbtu, slabostjo, utrujenostjo, bruhanjem in mialgijo. 
Prva faza običajno traja teden dni. Po 7 dnevnem intervalu brez kliničnih znakov v 74-87 % 
primerov sledi druga faza. Za drugo fazo je značilen meningitis, meningoencefalitis ali celo 
meningoencefalomielitis. Pri preostalih primerih bolezen izzveni brez druge faze. Stopnja 
umrljivosti v srednji Evropi je 1-2 % in bolezen je pri otrocih splošno manj huda kot pri 
odraslih. Meningitis običajno popolnoma izzveni, vendar pa je 10-20 % primerov resnejših 
bolezni, ki imajo za posledico dolgotrajne ali trajne težave, vključno z glavobolom, 
pomanjkanjem koncentracije, depresijo, motnjami avtonomnega živčnega sistema (Saksida 
in sod., 2005; Charrel in sod., 2004).  
 
2.1.3.3 KMEV - diagnostika, zdravljenje in cepljenje   
 
Osamitev virusov na celičnih kulturah in dokazovanje virusne RNA z metodo RT-PCR v 
realnem času v kliničnih vzorcih sta v praksi manj uporabna, saj večina bolnikov obišče 
zdravnika v drugi fazi bolezni, ko virusa ni več v krvi bolnika. Prav zato, dokaz bolezni 
temelji na ugotovitvi specifičnih protiteles razreda IgM in IgG v  serumu in/ali likvorju z 
metodo ELISA. Protitelesa razreda IgM se razvijejo na koncu prve faze bolezni, protitelesa 
razreda IgG pa 4-10 dni kasneje. Priporočljiva je potrditev rezultatov s testom nevtralizacije, 
zaradi navzkrižne reaktivnosti (Saksida in sod. 2005; Charrel in sod., 2004).  
Specifično zdravljenje za klopni meningoenefalitis ne obstaja. Meningitis, encefalitis ali 
meningoencefalitis zahtevajo bolnišnično zdravljenje in podporno zdravljenje. V specifičnih 
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okoliščinah se za lajšanje kliničnih znakov bolezni lahko uporabljajo protivnetna zdravila 
kot so kortikosteroidi (CDC, 2014). Za preprečevanje okužb so na voljo različna cepiva. V 
Evropi sta na voljo dve cepivi za odrasle in otroke. Čeprav ti cepivi temeljita na evropskem 
podtipu KMEV pa nudita zaščito proti vsem trem virusnim podtipom. Obe cepivi sta mrtvi 
cepivi, ki vsebujeta le suspenzijo očiščenih beljakovin KMEV. V Rusiji sta prav tako na 
voljo dve mrtvi cepivi, ki pa temeljita na daljnovzhodnem podtipu virusa (WHO, 2017b). 
 
2.1.4 Virus Usutu  
 
Virus Usutu je flavivirus, ki se v naravi se ohranja s prenosom med pticami in komarji. 
USUV so prvič izolirali iz komarja (Culex neavei) leta 1959 v Južni Afriki. Kasneje so 
različne virusne linije odkrili še pri drugih vrstah ptic in komarjev v Afriki, vendar so o 
boleznih pri ljudeh poročali le enkrat iz Srednjeafriške republike, kjer so pri bolniku opazili 
povišano temperaturo in izpuščaj (Vazquez in sod., 2011).  
Do leta 2001 USUV ni predstavljal posebne nevarnosti za ljudi, saj je bil povezan le z 
redkimi in blagimi okužbami pri ljudeh v tropski in subtropski Afriki (Vazquez in sod., 
2011). 
Poleti leta 2001 se je USUV prvič pojavil v Avstriji, kjer je povzročil masovni pogin ptic 
pevk (Passeriformes), kot so kosi (Turdus merula), in bradatih sov (Strix nebulosa) 
(Weissenböck in sod., 2003). Virus je v Avstrijo najverjetneje prišel z viremičnimi pticami  
selivkami, ki so se vračale iz Afrike v Evropo, ali z vnosom okuženih komarjev iz Afrike z 
letalom (Pfeffer in Dobler, 2010). V naslednjih letih so USUV odkrili v komarjih in 
poginulih pticah v več evropskih državah: Madžarska (2005), Italija (2009), Španija (2006), 
Švica (2006), Češka (2005), Anglija (2001-2002), Nemčija (2007), Poljska (2006). Ponovne 
okužbe z virusom skozi več let v Avstriji (2001-2006), na Madžarskem (2003-2006), v Italiji 
(2006-2008) in Španiji (2006-2009) nakazujejo na pogost prenos virusa v te države ali 
obstojnost na prizadetih območjih (Vazquez in sod., 2011). S primerjavo patoloških 
sprememb pri poginulih pticah v Avstriji, Italiji, Švici in na Madžarskem ter analiz 
nukleotidnih zaporedij virusnih izolatov, ki so krožili na Dunaju leta 2001, v Budimpešti leta 
2005 in Zürichu ter Milanu leta 2006, so ugotovili >99 %  sorodnost med izolati. Zato je 
zelo verjetno, da je bil vnos virusa iz Afrike v Evropo (Dunaj) in se od takrat širi po Evropi 
(Vazquez in sod., 2011; Steinmetz in sod., 2011). Manarolla in sod. (2010) so ugotovili 99,8-
100 % nukleotidno sorodnost italijanskih USUV sevov s tistimi iz drugih evropskih držav. 
V nasprotju s tem so Savini in sod. (2011) dokazali, da sta med leti 2008 in 2009 v Italiji 
krožila dva različna seva USUV, ki sta se prilagodila novim gostiteljem in prenašalcem. V 
Evropi so o pojavu USUV prvič poročali v Avstriji leta 2001, vendar pa retrospektivna 
analiza arhiviranih vzorcev tkiv mrtvih ptic iz Toskane iz leta 1996 kaže na zgodnejši vnos  
virusa v Evropo. S sekvenciranjem dela genoma so potrdili podobnost z dunajskim sevom 
iz leta 2001(Weissenböck in sod., 2013).  
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2.1.4.1 Kroženje USUV v naravi   
 
Naravni življenjski krog USUV vključuje krog komar-ptica-komar, v katerem so komarji 
prenašalci in ptice gostitelji. Komarji prenašajo virus na ljudi, konje in glodavce, ki so 
naključni gostitelji. Virus so izolirali iz številnih vrst komarjev: Culex pipiens, Culex neavei, 
Culex perexiguus, Aedes albopictus. Med njimi je najpogostejši prenašalec Cx.pipiens. Med 
ptičjimi vrstami ima najvišjo smrtnost evrazijski kos (Turdus merula) (Ashraf in sod., 2015). 
Po visokih stopnjah umrljivosti kosov v prvih dveh letih po pojavu USUV v Avstriji, so v 
naslednjih letih odkrili več seropozitivnih ptic, kar kaže na stalno kroženje USUV z nekoliko 
nižjo patogenostjo (Pfeffer in Dobler, 2010).  
 
2.1.4.2 Klinična slika in patogeneza okužb z USUV  
 
O prvem primeru bolezni pri ljudeh so poročali leta 1981 v Srednjeafriški republiki: bolnik 
je imel povišano telesno temperaturo in izpuščaj. Prva primera nevroinvazivne bolezni 
povezane z USUV so opazili v Evropi. Leta 2009 so v Italiji okužbo z USUV prvič povezali 
z nevrološkimi motnjami pri dveh bolnikih z imunsko oslabljenim sistemom. Virus so 
izolirali iz krvi pri enem bolniku med akutno fazo bolezni. Oba bolnika sta prejela transfuzijo 
krvi v istem časovnem obdobju (avgust 2009). Klinični znaki so bili povišana telesna 
temperatura, glavobol, oslabljene nevrološke funkcije (Vazquez in sod., 2011; Cavrini in 
sod., 2011; Ashraf in sod., 2015; Pauli in sod., 2014).  
Autofagija je pomembna celična pot, ki ima pomembno vlogo pri virusnih okužbah in 
patogenezi. Nekateri flavivirusi, vključno z USUV, lahko izkoristijo proces autofagije z 
vključevanjem komponent te celične poti v svoje pomnoževanje. USUV lahko okuži celice 
različnih tkiv. Virus so zaznali v možganih, srcu, jetrih, ledvicah, pljučih in črevesnih tkivih 
laboratorijsko okuženih miši in naravno okuženih ptic (Ashraf in sod., 2015). 
 
2.1.4.3 Diagnostika okužb z USUV  
 
Okužbe z USUV pri ljudeh v Evropi so poudarile potrebo po razvoju zanesljivih 
diagnostičnih orodij. Cavrini in sod. (2011) so razvili prvo hitro RT-PCR v realnem času za 
dokaz genoma USUV, ki je temeljila na nukleotidnih zaporedjih avstrijskih in madžarskih 
sevov. Za dokazovanje protiteles razreda IgM in IgG uporabljamo metodo ELISA, vendar 
je zaradi navzkrižne reaktivnosti protiteles tudi z WNV nujno potrjevanje rezultatov z 
metodami za dokaz nevtralizirajočih protiteles (Ashraf in sod., 2015).  
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2.1.5 Virus rumene mrzlice   
 
YFV v Afriki prenašajo komarji vrste Aedes spp, v Južni Ameriki pa komarji vrste 
Haemagogus spp (Jentes in sod., 2011). YFV je povzročil številne epidemije bolezni v 
Ameriki, Afriki in celo nekaterih delih Evrope. Prototip YFV, sev Asibi, so izolirali leta 
1927 v Afriki (Beasley in sod., 2015).  
Prvotno širjenje v Srednjo in Južno Ameriko je bilo najverjetneje posledica trgovanja s 
sužnji. Več sto tisoč Afričanov se je na ladjah prevažalo skupaj s komarji ščitarji, ki so 
domnevno vzpostavili krog prenosa med komarji in ljudmi na dolgem potovanju. To je 
omogočilo nastanitev virusa v gozdovih v okolici pristanišč, ter nato hitro širjenje po vsej 
celini. V Ameriki so v sredini 20. stoletja uspešno vzpostavili nadzor nad epidemijami z 
obsežnimi programi odstranjevanja komarjev ter masovnim cepljenem izpostavljene 
populacije (Wasserman in sod., 2016). 
 
2.1.5.1 Kroženje YFV v naravi  
 
V naravi virus prenašajo okuženi komarji rodu Aedes in Haemagogus. YFV se v naravi 
vzdržuje v treh krogih prenosa: gozdni (silvatični), vmesni (savanski) in mestni (urbani)  krog 
(Slika 6). Gozdni krog vključuje prenos virusa med komarji in opicami, ki prebivajo v 
krošnjah tropskih deževnih gozdov. Do sporadičnih primerov rumene mrzlice pri ljudeh 
prihaja takrat, ko se virus z okuženim komarjem prenese na ljudi, ki vstopijo v gozd. 
Savanski ali vmesni krog vključuje prenos virusa na ljudi, ki živijo ali delajo v bližini 
tropskih gozdov. V tem krogu komarji prenašajo virus med opicami in ljudmi, zato tukaj 
pogosteje opazimo izbruh bolezni v manjših epidemijah. Ljudje okuženi z YFV so viremični 
tik pred pojavom povišane telesne temperature in do 5 dni po razvoju prvih kliničnih znakov 
bolezni in takrat lahko virus prenesejo tudi na neokužene komarje, ki se hranijo na njih.  
Večje epidemije se navadno pojavijo, ko se zaradi različnih dejavnikov vzpostavi tako 
imenovani urbani krog, kjer se virus prenaša med ljudmi in komarji ščitarji v gosto naseljenih 
območjih (WHO, 2017c; CDC, 2015b).  
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Slika 6: Krog prenosa YFV (CDC, 2015b) 
 
2.1.5.2 Klinična slika in patogeneza okužb z YFV  
 
Rumena mrzlica je akutna bolezen, ki poteka skozi tri stopnje: okužba, remisija in 
zastrupitev. Klinično okužbe segajo od brezsimptomnih okužb do multiorganskih odpovedi 
in smrti. Inkubacijska doba običajno traja 3-6 dni, nato sledi hiter pojav kliničnih znakov, 
kot so glavobol, povišana telesna temperatura, izguba apetita, slabost in bruhanje, bolečine 
v mišicah in njihovo izjemno hitro poslabšanje. V prvi fazi bolezni je prisotna visoka 
viremija, ki povečuje tveganje za prenos s komarji. Druga faza (obdobje remisije) se začne 
3-4 dni po pojavu prvih kliničnih znakov. V tej fazi klinični znaki izginejo. Bolnik lahko 
ostane v tej fazi ali pa bolezen napreduje v tretjo fazo (obdobje zastrupitve), za katero je 
značilen ponoven pojav visoke vročine, slabost, bruhanje, bolečine v trebuhu in spremembe 
zavesti. Bolnik je utrujen in dehidriran zaradi dolgotrajnega bruhanja. Značilna je zlatenica 
(zaradi česar beseda »rumena«), ki je posledica povišane koncentracije bilirubina zaradi 
poškodbe jeter. Lahko pride tudi do krvavenja ustne sluznice, bruhanja krvi, kapilarne 
krvavitve. V 25-50 % primerov bolezen napreduje s krvavitvami, zlatenico in ledvično 
odpovedjo (Beasley in sod., 2015; Wasserman in sod., 2016).  
Virus se najprej pomnožuje v regionalnih bezgavkah in se nato po sistemskem širjenju 
razmnožuje v jetrih, vranici in kostnem mozgu. V jetrih pride do hepatocitne degeneracije 
in nastanka Councilmanovih telesc, ki jih je možno najti tudi  v ledvicah in miokardu 
(Beasley in sod., 2015).  
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2.1.5.3  YFV - diagnostika, zdravljenje in cepljenje  
 
Rumeno mrzlico klinično težko prepoznamo, saj je zlasti v zgodnjih fazah podobna 
kliničnim potekom malarije, virusnega hepatitisa in drugih hemoragičnih mrzlic. V prvi fazi 
bolezni lahko YFV laboratorijsko dokažemo z detekcijo virusne RNA z RT-PCR v realnem 
času ali osamitvijo virusa na celični kulturi iz krvi bolnika. V poznejših fazah laboratorijska 
diagnostika temelji na dokazu specifičnih protiteles razreda IgM in dokazu nevtralizirajočih 
protiteles v serumu bolnika. Pri tem so pomembni tudi podatki o cepljenju, saj so protitelesa 
IgG lahko tudi posledica cepljenja, protitelesa IgM pa so prisotna tudi nekaj mesecev po 
cepljenju (WHO, 2017d; CDC, 2015c).  
Proti rumeni mrzlici se lahko cepimo s cepivom YFV17D, ki je živo oslabljeno cepivo. En 
odmerek cepiva zadošča za doživljenjsko zaščito in učinkuje že v 30 dneh pri 99 % cepljenih 
ljudi. Trenutno na voljo ni specifičnega protivirusnega zdravila, stopnjo preživetja lahko 
izboljša dobro in zgodnje podporno zdravljenje (WHO, 2017e).  
 
2.2 KLASIČNE IN MOLEKULARNE METODE ZA DOLOČITEV VIRUSNE 
KONCENTRACIJE 
 
Metode virusne kvantifikacije lahko na splošno razdelimo na tradicionalne in sodobne 
molekularne metode. Koncentracija kužnih virusnih delcev se tradicionalno določa z 
metodami, ki temeljijo na tvorbi plakov v poltrdnih medijih (PFU) ali končni točki redčenja 
virusnih suspenzij (TCID50). Te metode so dolgotrajne in zahtevne, poleg tega zahtevajo 
dostop do laboratorija 3. ali 4. biološke varnosti. Poleg tega te metode temeljijo na grobih 
metodologijah ocenjevanja in lahko dajo rezultate, ki se med ponovitvami razlikujejo. 
Sodobnejše molekularne metode so hitrejše, vendar temeljijo na kvantifikaciji virusnega 
genoma, kar pogosto ni v korelaciji s številom kužnih virusov (Jonsson in sod., 2009; 
Greening in sod., 2002; ViroCyt, 2013).  
 
2.2.1 Klasične virološke metode  
 
2.2.1.1 TCID50 
 
Metoda TCID50 je različica testa končne točke redčenja, ki določa redčino virusa, pri kateri 
virusi okužijo 50 % celic v celični kulturi. Metoda temelji na sposobnosti opazovanja CPU 
v celični kulturi, zato moramo izbrati celično linijo, ki je za okužbo dovzetna, in pri kateri 
bodo CPU jasno vidni. Pri tej metodi jamice mikrotitrske plošče pripravimo z vnaprej 
določenim številom celic, ki jih kasneje inokuliramo s posameznimi redčinami virusa. Po 
določenem času inkubacije ugotavljamo pojav CPU v opazovanem sloju celične kulture. 
Vrednost TCID50/ml predstavlja količino kužnih delcev v mililitru, ki povzročijo CPU pri 
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50 % celic inokulirane celične kulture, in se izračuna na podlagi  Spearman-Karberjeve ali 
Reed-Muenchove statistične metode (Smither in sod., 2013; Ramakrishnan, 2016).  
 
2.2.2 Molekularne metode 
 
2.2.2.1 Digitalni PCR 
 
Pri prvi generaciji PCR za analizo rezultatov uporabljamo gelsko elektroforezo, ki ji dodamo 
standard z znano koncentracijo in semi-kvantitativen rezultat pridobimo na podlagi 
jakosti/intenzitete produkta na gelu v primerjavi z lestvico. Pri PCR v realnem času, ki 
predstavlja drugo generacijo molekularnih metod, lahko pomnoževanje tarčnega odseka 
spremljamo že med samo reakcijo. Informacijo o relativni koncentraciji pridobimo glede na 
vrednost Ct (krog praga detekcije, angl. threshold cycle), ki je točka na fluorescentni krivulji, 
ko se jakost fluorescenčnega signala dvigne nad fluorescenco ozadja. Vrednost Ct pri 
pomnoževanju tarčnega odseka v vzorcu primerjamo z vrednostjo Ct zunanjih standardov z 
znano koncentracijo, kar nam omogoča določitev koncentracije tarčne nukleinske kisline v 
vzorcu (Hindson in sod., 2011).  
Tretjo generacijo molekularnih metod predstavlja digitalni PCR (Slika 7), pri katerem vzorec 
pred pomnoževanjem razdelimo na nanolitrske reakcije tako, da nekatere vsebujejo eno ali 
več tarčnih molekul deoksiribonukleinske kisline (DNA, angl. deoxyribonucleic acid) 
(pozitivne reakcije) druge nobene (negativne reakcije). Število tarčnih molekul DNA 
izračunamo na podlagi Poissonove porazdelitve (Hindson in sod., 2011).  
Za dPCR uporabimo enake začetne oligonukleotide in sondo kot  za PCR v realnem času, 
vendar ima le-ta večjo občutljivost in natančnost (Sedlak in Jerome, 2013). dPCR omogoča 
absolutno kvantifikacijo nukleinskih kislin v vzorcu. Na voljo sta dva pristopa dPCR. Pri 
prvem (komorni dPCR) za razdelitev vzorca v stotine nanolitrskih  predelkov uporabljamo 
mikrofluidne čipe. Drugi (kapljični dPCR) temelji na pomnoževanju tarčnih molekul v 
kapljicah vode v olju (Hindson in sod., 2011). Instrumenti, ki omogočajo emulzijski dPCR, 
ponujajo doseganje večjega števila reakcij (kapljic) in nižje obratovalne stroške od večine 
instrumentov, ki omogočajo dPCR na čipih.  dPCR (Slika 8) vključuje naključno 
porazdelitev reakcijske mešanice v več sto do več milijonov enako velikih nanolitrskih 
predelkov tako, da vsebujejo 1/več ali 0 kopij tarčnih molekul. Predelke, ki vsebujejo 
pomnožke prepoznamo s fluorescentnim signalom. Število reakcij opredeljuje teoretični 
dinamični razpon in ima tudi vpliv na natančnost. Povečan dinamični razpon kapljičnega 
dPCR omogoča analizo večjega razpona vzorčnih koncentracij (Huggett in sod., 2013). 
Eksperimentalno razlikujemo le med negativnimi in pozitivnimi predelki. Pri neodvisni 
porazdelitvi tarčnih molekul v predelke enakega volumna, število tarč na predelek sledi 
standardni Poissonovi porazdelitvi. To omogoča kvantifikacijo s statističnimi modeli, ki so 
neodvisni od umeritvenih krivulj in povečuje natančnost kvantifikacije. dPCR je tudi 
razmeroma odporen proti inhibitorjem. Po koncu pomnoževanja PCR se izračuna 
koncentracija DNA z enačbo: 
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[𝑡𝑎𝑟č𝑛𝑎 𝐷𝑁𝐴] =  − ln (1 −
𝑃
𝑅
)
𝐷
𝑉𝑟
 š𝑡. 𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗 𝐷𝑁𝐴/µ𝑙                                                      ... (1)  
Poissonov model vključuje število pozitivnih reakcij (P), skupno število reakcij (R), 
reakcijski volumen (Vr) in faktor redčenja (D) (Bhat in Emslie, 2016; Whale in sod., 2016). 
Poissonov popravek upošteva dejstvo, da je lahko v nekaterih predelkih več kot ena tarčna 
kopija (Huggett in sod., 2013) 
 
                              
 
Slika 7: Princip dPCR (Baker, 2012): Digitalni PCR temelji na redčenju vzorcev v mnoge predelke in na 
štetju celotnega števila predelkov, v katerih pride do pozitivne reakcije pomnoževanja. 
 
Digitalni PCR lahko uporabljamo v različnih aplikacijah, kot so: analiza varianc števila 
kopij, analiza redkih mutacij, absolutna kvantifikacija virusnega bremena, kvantifikacija 
standardov in referenc, kvantifikacija knjižnic naslednje generacije sekvenciranja, analiza 
razlik sprememb izražanja genov, zaznavanje nizke ravni patogenov, odkrivanje GSO 
(gensko spremenjeni organizmi) (Bhat in Emslie, 2016; Hudecova, 2015).  
 
 
Slika 8: Potek metode dPCR (Thermo Fisher Scientific, 2017) 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
V magistrsko nalogo smo vključili štiri različne flaviviruse: KMEV, WNV, YFV in USUV, 
ki so bili hranjeni v virusni zbirki Laboratorija za diagnostiko zoonoz, Inštitut za 
mikrobiologijo in imunologijo, Medicinska fakulteta, Univerza v Ljubljani. Za primerjavo 
ponovljivosti smo uporabili 2 ali 3 pasaže vsakega virusa (Preglednica 1).  
Preglednica 1: Imena, pasaže in oznake virusov  
Ime virusa Pasaža Oznaka vzorca 
KMEV sev Ljubljana I 2 TBE1 
 5 TBE2 
 8 TBE3 
USUV sev Vienna 2001 8 USU1 
 11 USU2 
 13 USU3 
WNV sev Egypt 101 3 WNV1 
(linija 1) 6 WNV2 
 8 WNV3 
WNV sev Madagascar TC907 5 WNV1 L2 
(linija 2) 8 WNV2 L2 
YFV sev FNV (french neurotropic vaccine) 1 YF1 
 4 YF2 
 
Vse viruse smo predhodno pomnožili v celični kulturi VERO E6, nato smo primerjali 
klasično virološko tehniko TCID50 in molekularno tehniko dPCR za določitev virusne 
koncentracije. Pred izvedbo molekularnih metod smo najprej osamili virusno RNA. Za 
KMEV in WNV smo uporabili metodi RT-PCR v realnem času, ki so jih vpeljali v laboratorij 
v predhodnih študijah. Za YFV in USUV smo morali vpeljati metodi, ju optimizirati in 
določiti občutljivost ter specifičnost. Pred izvedbo dPCR smo virusno RNA naprej prepisali 
v komplementarno DNA (cDNA, angl. complementary DNA), saj metoda dPCR nima 
obratnega prepisa. Na koncu smo izračunali koeficient med koncentracijo kužnih delcev, 
določeno s klasično metodo, in koncentracijo tarčne nukleinske kisline, določene z 
molekularno metodo (Slika 9).  
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Slika 9: Shematski prikaz poteka eksperimentalnega dela 
 
 
3.2 METODE DELA 
 
3.2.1 Avtomatizirana osamitev RNA  
 
Virusno RNA smo osamili iz vzorcev, ki smo jih predhodno namnožili na celični kulturi 
VERO E6. Za osamitev RNA smo uporabili komplet EZ1 Virus Mini Kit v2.0 (Qiagen, 
Hilden, Nemčija), ki omogoča popolnoma avtomatiziran postopek osamitve virusnih 
nukleinskih kislin z delovno postajo EZ1 Advanced XL (Qiagen, Hilden, Nemčija).  
Komplet vsebuje: 
- kartuše z reagenti, 
- nosilce z nastavki, 
- 2 ml epruvetke,  
- 1,5 ml epruvetke, 
- proteazo Qiagen®, 
- proteazni pufer, 
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- nosilec RNA, 
- pufer AVE. 
Osamitev RNA smo izvedli po navodilih proizvajalca. Delo smo opravili v biološki komori 
za varno delo II. stopnje. Osamitev in čiščenje nukleinskih kislin potekata z vezavo RNA na 
magnetne delce (Slika 10). V prvem koraku vzorcem dodamo proteazo K, ki razgradi celične 
stike. Skupaj s pufrom za lizo celic zagotovita razgradnjo celic in virusnih beljakovinskih 
ovojnic ter inaktivacijo RNaz. V drugem koraku se virusna RNA veže na magnetne delce. 
V naslednjih korakih virusno RNA spiramo s pufri za spiranje in nazadnje z etanolom, s 
čimer odstranimo nečistoče. Na koncu virusno RNA speremo z magnetnih delcev z 
elucijskim pufrom. 
V delovno stojalo smo vstavili ustrezno število kartuš z reagenti. Vsako kartušo smo dobro 
pretresli, da smo premešali magnetne delčke. V 2 ml epruvetke smo prenesli 400 µl vzorcev. 
V 1,5 ml epruvetke smo zmešali 56,4 µl pufra AVE in 3,6 µl nosilca RNA za vsak vzorec. 
Nato smo v stojali vstavili kartuše z reagenti, elucijske epruvetke (1,5 ml), nosilce z nastavki, 
epruvetke z AVE pufrom (1,5 ml), epruvetke z vzorci (2 ml) in epruvetke za lizo (2 ml) ter 
zagnali protokol. Po koncu osamitve smo virusno RNA (60 µl) shranili v zmrzovalniku pri 
-20 °C.  
 
Slika 10: Potek avtomatske osamitve virusne RNA (Qiagen, 2010) 
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3.2.2 RT-PCR v realnem času  
 
Reagenti in raztopine: 
- 4× TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA),  
- voda brez nukleaz (Promega, Wisconsin, ZDA), 
- začetni oligonukleotidi in sonde (TIB MOLBIOL, Berlin, Nemčija). 
 
Aparat: 
- 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). 
 
Za dokazovanje KMEV in WNV smo uporabili metodi RT-PCR v realnem času, ki so jih 
vpeljali v laboratorij v predhodnih študijah, medtem ko smo za dokazovanje YFV in USUV 
morali metodi vpeljati sami.  
 
3.2.2.1 RT-PCR v realnem času za dokazovanje KMEV 
 
Za dokazovanje virusne RNA KMEV smo uporabili par začetnih oligonukleotidov F-TBE1 
in R-TBE1 (Preglednica 2) ter sondo TBE-MGB (Prelednica 3), ki se veže na tarčno 
zaporedje med začetnima oligonukleotidoma (Schwaiger in Cassinotti, 2003). Uporabili smo 
komplet reagentov TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, 
Kalifornija, ZDA). Reakcija je potekala v aparaturi 7500 Fast Real-Time PCR System 
(Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). 
Preglednica 2: Začetni oligonukleotidi za dokazovanje KMEV 
Naziv Nukleotidno zaporedje (5'-3') Tarča 
F-TBE1 GGGCGGTTCTTGTTCTCC 3' nekodirajoča regija genoma 
KMEV R-TBE1 ACACATCACCTCCTTGTCAGACT 
 
Preglednica 3: Sonda za dokazovanje KMEV 
Naziv Poročevalec Nukleotidno zaporedje (5'-3') Dušilec 
TBE-MGB FAM TGAGCCACCATCACC MGB-NFQ 
 
Pripravili smo 20 µl reakcijske mešanice za enostopenjske reakcije RT-PCR v realnem času, 
ki so vsebovale:  
- 5 µl 4-krat koncentriranega TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, 
- 0,4 µl začetnega oligonukleotida F-TBE1 (50 µM), 
- 0,4 µl začetnega oligonukleotida R-TBE1 (50 µM), 
- 0,3 µl sonde TBE-MGB (20 µM), 
- 5 µl RNA, 
- 8,9 µl sterilne deionizirane vode. 
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Obratni prepis RNA v cDNA je potekal 5 min pri 50 °C. Nato smo z 20 s segrevanjem pri 
95 °C prekinili delovanje reverzne transkriptaze in aktivirali polimerazo. Sledilo je 40 ciklov 
reakcije PCR (denaturacija DNA 3 s pri 95 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 30 s pri 60 °C).  
Po končani reakciji smo opravili analizo rezultatov z računalniškim programom ABI 7500 
FAST (Qiagen, Hilden, Nemčija). Kot pozitivne rezultate smo upoštevali tiste vzorce, pri 
katerih smo zaznali sigmoidno krivuljo pomnoževanja in je jakost fluorescentnega signala 
(∆Rn) presegla mejo 0,1 do vrednosti Ct 40.   
 
3.2.2.2 RT-PCR v realnem času za dokazovanje WNV 
 
Za dokazovanje virusne RNA WNV smo uporabili par začetnih oligonukleotidov ProC-F1 
in ProC-R1 (Preglednica 4) ter sondo ProC-TM (Preglednica 5), ki se veže na tarčno 
zaporedje med začetnima oligonukleotidoma (Linke in sod., 2007). Uporabili smo komplet 
reagentov TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). 
Reakcija je potekala v aparaturi 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 
Kalifornija, ZDA). 
 
Preglednica 4: Začetni oligonukleotidi za dokazovanje WNV 
Naziv Nukleotidno zaporedje (5'-3') Tarča 
ProC-F1 CCTGTGTGAGCTGACAAACTTAGT ohranjena regija 5'-UTR in 
del kapsidnega gena WNV ProC-R1 GCGTTTTAGCATATTGACAGCC 
 
Preglednica 5: Sonda za dokazovanje WNV 
Naziv Poročevalec Nukleotidno zaporedje (5'-3') Dušilec 
ProC-TM FAM CCTGGTTTCTTAGACATCGAGATCT BBQ 
 
Pripravili smo 20 µl reakcijske mešanice za enostopenjske reakcije RT-PCR v realnem času, 
ki so vsebovale:  
- 5 µl 4-krat koncentriranega TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, 
- 0,4 µl začetnega oligonukleotida ProC-F1 (50 µM), 
- 0,4 µl začetnega oligonukleotida ProC-R1 (50 µM), 
- 0,3 µl sonde ProC-TM (20 µM), 
- 5 µl virusne RNA, 
- 8,9 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Obratni prepis RNA v cDNA je potekal 5 min pri 50 °C. Nato smo z 20 s segrevanjem pri 
95 °C prekinili delovanje reverzne transkriptaze in aktivirali polimerazo. Sledilo je 40 ciklov 
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reakcije PCR (denaturacija DNA 3 s pri 95 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 30 s pri 60 °C).  
Po končani reakciji smo opravili analizo rezultatov z računalniškim programom ABI 7500 
FAST (Qiagen, Hilden, Nemčija). Kot pozitivne rezultate smo upoštevali tiste vzorce, pri 
katerih smo zaznali sigmoidno krivuljo pomnoževanja in je jakost fluorescentnega signala 
(∆Rn) presegla mejo 0,1 do vrednosti Ct 40.   
 
3.2.2.3 Vpeljava metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje YFV 
 
Za metodo RT-PCR v realnem času smo izbrali začetne oligonukleotide in sondo, ki so jih 
opisali Fernandes-Monteiro in sod. (2015) (Preglednica 6 in 7). Za dokazovanje RNA YFV 
smo uporabili par začetnih oligonukleotidov YFV F in YFV R med katerima je tarčno 
zaporedje gena za beljakovino NS5, ki je dolgo 83 baznih parov. Kot  sondo smo uporabili  
YFV P , ki se veže na tarčno zaporedje med začetnima oligonukleotidoma.  
Preglednica 6: Začetni oligonukleotidi za dokazovanje YFV 
Naziv Nukleotidno zaporedje (5'-3') Tarča 
Velikost 
pomnožka 
YFV F GCA CGG ATG TAA CAG ACT GAA GA gen za beljakovino NS5 virusa 83 baznih 
YFV R CCA GGC CGA ACC TGT CAT rumene mrzlice parov 
 
Preglednica 7: Sonda za dokazovanje YFV 
Naziv Poročevalec Nukleotidno zaporedje (5'-3') Dušilec 
YFV P FAM CGA CTG TGT GGT CCG GCC CT C BHQ 
 
Metodo smo preizkusili z vzorcem  YFV sev FNV (french neurotropic vaccine), kompletom 
reagentv TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA) 
in aparaturo 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). 
Pripravili smo 20 µl reakcijske mešanice za enostopenjske reakcije RT-PCR v realnem času, 
ki so vsebovale:  
- 5 µl 4-krat koncentriranega TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, 
- 0,12 µl začetnega oligonukleotida YFV F (50 µM), 
- 0,12 µl začetnega oligonukleotida YFV R (50 µM), 
- 0,2 µl sonde YFV P (20 µM), 
- 5 µl virusne RNA, 
- 9,56 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Obratni prepis RNA v cDNA je potekal 5 min pri 50 °C. Nato smo z 20 s segrevanjem pri 
95 °C prekinili delovanje reverzne transkriptaze in aktivirali polimerazo. Sledilo je 40 ciklov 
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reakcije PCR (denaturacija DNA 3 s pri 95 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 30 s pri 60 °C).  
Po končani reakciji smo opravili analizo rezultatov z računalniškim programom ABI 7500 
FAST (Qiagen, Hilden, Nemčija). Kot pozitivne rezultate smo upoštevali tiste vzorce, pri 
katerih smo zaznali sigmoidno krivuljo pomnoževanja in je jakost fluorescentnega signala 
(∆Rn) presegla mejo 0,1 do vrednosti Ct 40.   
 
Optimizacija koncentracije začetnih oligonukleotidov 
Optimalno koncentracijo začetnih oligonukleotidov smo določili tako, da smo preizkusili 3 
različne koncentracije in sicer 0,3, 0,4 in 0,6 µM. Vsako kombinacijo redčine in 
koncentracije oligonukleotidov začetnikov smo pripravili v dveh ponovitvah. Pri tem smo 
koncentracijo sonde ohranjali nespremenjeno. Najprej smo vpliv koncentracij začetnih 
oligonukleotidov ugotavljali z redčinami 10-2, 10-3 in 10-4, nato še 10-6, 10-7 in 10-8. Po 
končanih rekcijah smo ugotavljali vpliv koncentracije začetnih oligonukleotidov na 
uspešnost reakcije.  
Specifičnost 
Specifičnost metode smo testirali tako, da smo skušali pomnožiti tarčne odseke drugih 
arbovirusov: WNV, KMEV, DENV, USUV, virus japonskega encefalitisa (JEV), 
orthohantavirus Hantaan (HTNV).  
Notranja in zunanja varianca metode 
Notranjo varianco metode (angl. Inter Assay Variability) smo preverili tako, da smo 
uporabili serijo redčin v razponu 6 logaritemskih enot (od koncentriranega vzorca do 10-5) v 
treh ponovitvah znotraj enega testa. Nato smo analizirali standardne odklone vrednosti Ct in 
izračunali varianco. 
Zunanjo varianco metode (angl. Intra Assay Variability) smo preverili tako, da smo serijo 
redčin v treh ponovitvah ponovili v treh ločenih testi. Nato smo analizirali standardne 
odklone vrednosti Ct in izračunali varianco ter koeficient variance. 
Priprava standardov in standardne krivulje 
Standard smo pripravili tako, da smo z metodo dPCR  izbranemu vzorcu določili 
koncentracijo tarčne RNA. Nato smo pripravili standardno redčitveno vrsto. Standardno 
umeritveno krivuljo smo osnovali z uporabo desetkratnih redčin standardne virusne RNA. 
Kot linearno, smo določili tisto območje, kjer so se točke najbolj prilegale premici in tako 
naredili standardno umeritveno krivuljo. 
Občutljivost 
Mejo detekcije metode smo določili tako, da smo iz izolirane RNA pripravili serijo redčin v 
razponu 9 logaritemskih enot (od koncentriranega vzorca do 10-8), ki smo jih nato uporabili 
v testu. Ko smo določili zadnjo pozitivno redčino, smo pripravili redčitveno vrsto v razponu 
3 logaritemskih enot z vmesnimi redčinami vzorca, ki smo ga za vsako redčino nanašali v 
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treh ponovitvah. Za mejo detekcije smo določili redčino virusne RNA, kjer smo v vseh 
ponovitvah še zaznali pomnoževanje. Iz enačbe standardne premice smo nato končno 
izračunali pripadajočo koncentracijo virusne RNA.  
 
3.2.2.4 Vpeljava metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje USUV 
 
Za metodo RT-PCR v realnem času smo izbrali začetne oligonukleotide in sondo, ki so jih 
opisali Cavrini in sod. (2011) (Preglednica 8 in 9). Za dokazovanje RNA USUV smo 
uporabili par začetnih oligonukleotidov USU-F in USU-R med katerima je tarčno zaporedje 
gena za beljakovino NS5, ki je dolgo 73 baznih parov. Kot  sondo smo uporabili  USU-P, ki 
se veže na tarčno zaporedje med začetnima oligonukleotidoma.  
Preglednica 8: Začetni oligonukleotidi za dokazovanje USUV 
Naziv Nukleotidno zaporedje (5'-3') Tarča Velikost pomnožka 
USU-F AAAAATGTACGCGGATGACACA gen za beljakovino NS5 73 baznih parov 
USU-R TTTGGCCTCGTTGTCAAGATC virusa Usutu  
 
Preglednica 9: Sonda za dokazovanje USUV 
Naziv Poročevalec Nukleotidno zaporedje (5'-3') Dušilec 
USU-P FAM CGGCTGGGACACCCGGATAACC BHQ 
 
Metodo smo preizkusili z vzorcem USUV sev Vienna 2001, kompletom reagentov TaqMan® 
Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA) in aparaturo 7500 
Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA).  
Pripravili smo 20 µl reakcijske mešanice za enostopenjske reakcije RT-PCR v realnem času, 
ki so vsebovale:  
- 5 µl 4-krat koncentriranega TaqMan® Fast Virus 1-Step Master Mix, 
- 0,2 µl začetnega oligonukleotida USU-F (50 µM), 
- 0,2 µl začetnega oligonukleotida USU-R (50 µM), 
- 0,25 µl sonde USU-P (20 µM), 
- 5 µl virusne RNA, 
- 9,35 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Obratni prepis RNA v cDNA je potekal 5 min pri 50 °C. Nato smo z 20 s segrevanjem pri 
95 °C prekinili delovanje reverzne transkriptaze in aktivirali polimerazo. Sledilo je 40 ciklov 
reakcije PCR (denaturacija DNA 3 s pri 95 °C, prileganje začetnih oligonukleotidov in 
podaljševanje verige 30 s pri 60 °C).  
Po končani reakciji smo opravili analizo rezultatov z računalniškim programom ABI 7500 
FAST (Qiagen, Hilden, Nemčija). Kot pozitivne rezultate smo upoštevali tiste vzorce, pri 
katerih smo zaznali sigmoidno krivuljo pomnoževanja in je jakost fluorescentnega signala 
(∆Rn) presegla mejo 0,1 do vrednosti Ct 40.   
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Optimizacija koncentracije začetnih oligonukleotidov 
Optimalno koncentracijo začetnih oligonukleotidov smo določili tako, da smo uporabili 3 
različne koncentracije in sicer 0,5, 0,6 in 0,8 µM. Vsako kombinacijo redčine in 
koncentracije oligonukleotidov začetnikov smo pripravili v dveh ponovitvah. Pri tem smo 
koncentracijo sonde ohranjali nespremenjeno. Najprej smo vpliv koncentracij začetnih 
oligonukleotidov ugotavljali z redčinami 10-2, 10-3 in 10-4, nato še 10-6, 10-7 in 10-8. Po 
končanih rekcijah smo ugotavljali vpliv koncentracije začetnih oligonukleotidov na 
uspešnost reakcije.  
Specifičnost 
Specifičnost metode smo testirali tako, da smo skušali pomnožiti tarčne odseke drugih 
arbovirusov: WNV, KMEV, DENV, YFV, JEV, orthohantavirus Hantaan (HTNV). 
Notranja in zunanja varianca metode 
Notranjo varianco metode (angl. Inter Assay Variability) smo preverili tako, da smo 
uporabili serijo redčin v razponu 6 logaritemskih enot (od koncentriranega vzorca do 10-5) v 
treh ponovitvah znotraj enega testa. Nato smo analizirali standardne odklone vrednosti Ct in 
izračunali varianco. 
Zunanjo varianco metode (angl. Intra Assay Variability) smo preverili tako, da smo serijo 
redčin v treh ponovitvah ponovili v treh ločenih testih. Nato smo analizirali standardne 
odklone vrednosti Ct in izračunali varianco ter koeficient variance. 
Priprava standardov in standardne krivulje 
Standard smo pripravili tako, da smo z metodo dPCR  izbranemu vzorcu določili 
koncentracijo tarčne RNA. Nato smo pripravili standardno redčitveno vrsto. Standardno 
umeritveno krivuljo smo osnovali z uporabo desetkratnih redčin standardne virusne RNA. 
Kot linearno, smo določili tisto območje, kjer so se točke najbolj prilegale premici in tako 
naredili standardno umeritveno krivuljo. 
Občutljivost 
Mejo detekcije metode smo določili tako, da smo iz izolirane RNA smo pripravili serijo 
redčin v razponu 6 logaritemskih enot (od koncentriranega vzorca do 10-5), ki smo jih nato 
uporabili v testu. Ko smo  določili zadnjo pozitivno redčino, smo pripravili redčitveno vrsto 
v razponu 3 logaritemskih enot z vmesnimi redčinami vzorca, ki smo ga za vsako redčino 
nanašali v treh ponovitvah. Za mejo detekcije smo določili redčino virusne RNA, kjer smo 
v vseh ponovitvah še zaznali pomnoževanje. Iz enačbe standardne premice smo nato končno 
izračunali pripadajočo koncentracijo virusne RNA.  
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3.2.3 Obratni prepis    
 
Reagenti in raztopine: 
- komplet PCR reagentov High-Capacity cDNA Reverse Trancription Kit (Applied 
Biosystems, Kalifornija, ZDA), 
- RNase Inhibitor (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA), 
- voda brez nukleaz (Promega, Wisconsin, ZDA). 
 
Aparat: 
- Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Nemčija). 
 
Za posamezne vzorce smo pripravili 20 µl reakcijske mešanice, ki so vsebovale:  
- 2 µl 10-krat koncentriranega pufra RT Buffer II, 
- 0,8 µl mešanice deoksiribonukleotid trifosfatov dNTP (100 mM), 
- 2 µl 10-krat koncentriranih začetnih oligonukleotidov, 
- 1 µl inhibitorja RNaz, 
- 1 µl reagenta MultiScribe RT, 
- 3,2 µl sterilne deionizirane vode, 
- 10 µl RNA. 
 
Reakcija je potekala v aparaturi Eppendorf Mastercycler® (Eppendorf, Hamburg, Nemčija), 
in sicer: 10 min pri 25 °C, 120 min pri 37 °C in 5 min pri 85 °C.   
 
3.2.4 dPCR 
 
Reagenti in raztopine: 
- QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2 (Applied Biosystems, Kalifornija, 
ZDA), 
- voda brez nukleaz (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA), 
- začetni oligonukleotidi in sonde enaki kot pri RT-PCR v realnem času (TIB 
MOLBIOL, Berlin, Nemčija). 
 
Aparatura: 
- QuantStudioTM 3D Digital PCR Instrument (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA),  
- QuantStudioTM 3D Digital PCR Chip Loader (Applied Biosystems, Kalifornija, 
ZDA), 
- QuantStudioTM 3D Digital PCR Chips v2 (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA), 
- ProFlexTM 2× Flat PCR System (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). 
 
Pred izvedbo metode dPCR smo najprej virusno RNA prepisali v cDNA, ker dPCR ne 
vključuje obratnega prepisa. Pripraviti smo primerne redčine vzorčnih cDNA, saj je za 
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optimalne rezultate priporočena koncentracija med 200 in 2000 kopijami/µl. Primerne 
redčine smo izbrali glede na rezultat RT-PCR v realnem času.  
Za določanje koncentracije KMEV smo pripravili 15 µl reakcijske mešanice, ki so 
vsebovale: 
- 7,5 µl QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2, 
- 0,3 µl začetnega oligonukleotida F-TBE1 (50 µM), 
- 0,3 µl začetnega oligonukleotida R-TBE1 (50 µM), 
- 0,225 µl sonde TBE-MGB (20 µM), 
- 1,5 µl cDNA, 
- 5,175 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Za določanje koncentracije WNV smo pripravili 15 µl reakcijske mešanice, ki so vsebovale: 
- 7,5 µl QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2, 
- 0,3 µl začetnega oligonukleotida ProC-F1 (50 µM), 
- 0,3 µl začetnega oligonukleotida ProC-R1 (50 µM), 
- 0,225 µl sonde ProC-TM (20 µM), 
- 1,5 µl cDNA, 
- 5,175 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Za določanje koncentracije YFV smo pripravili 15 µl reakcijske mešanice, ki so vsebovale:  
- 7,5 µl QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2, 
- 0,09 µl začetnega oligonukleotida YFV F (50 µM), 
- 0,09 µl začetnega oligonukleotida YFV R (50 µM), 
- 0,15 µl sonde YFV P(20 µM), 
- 1,5 µl cDNA, 
- 5,67 µl sterilne deionizirane vode. 
 
Za določanje koncentracije USUV smo pripravili 15 µl reakcijske mešanice, ki so vsebovale: 
- 7,5 µl QuantStudioTM 3D Digital PCR Master Mix v2, 
- 0,15 µl začetnega oligonukleotida USU-F (50 µM), 
- 0,15 µl začetnega oligonukleotida USU-R (50 µM), 
- 0,19 µl sonde USU-P (20 µM), 
- 1,5 µl cDNA, 
- 5,51µl sterilne deionizirane vode. 
 
Na enak način smo pripravili tudi negativne kontrole, ki niso vsebovale cDNA. 
Temperaturna reakcija je potekala 10 min pri 96 °C, sledilo je 39 ciklov reakcije PCR (2 min 
pri 60 °C, 30 s pri 98 °C) in nato 2 min pri 60 °C. 
Po končanih reakcijah smo čipe odčitali v aparatu QuantStudioTM 3D Digital PCR 
Instrument in analizirali rezultate s programom QuantStudio 3D AnalysisSuite Cloud 
Software.  
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3.2.5 Določanje TCID50 
 
Metodo določanja TCID50 smo izvedli v laboratoriju 3. stopnje biološke varnosti, 
Laboratorija za diagnostiko zoonoz na Inštitutu za mikrobiologijo in imunologijo, 
Medicinske fakultete v Ljubljani, pod nadzorstvom osebe usposobljene za delo v tem 
laboratoriju. Določanje TCID50 smo za vse viruse izvajali v celični kullturi (Vero E6, 
ATTC® CRL 1586TM).  
Prvi dan smo pripravili mikrotitrsko ploščo s celicami, tako, da smo celično kulturo v 
polistirenskih flaškah odstranili s tripsinom (0,25 % Trypsin-EDTA, ThermoFischer 
Scientific, Massachusetts, ZDA). Najprej smo s celičnega monosloja odlili rastno gojišče 
DMEM GlutaMAX™-I (Dulbecco´s Modified Eagle Medium with GlutaMAX Supplement, 
ThermoFischer Scientific, Massachusetts, ZDA) z 10 % FTS (Fetalni telečji serum; 
EUROCLONE, Milano, Italija) in odmrle celice ter celični monosloj sprali z 1ml tripsina. 
Tripsin smo odlili in dodali 2 ml svežega tripsina ter inkubirali 2-5 min pri 37 °C. Ko so se 
celice pričele odlepljati od podlage smo odlili tripsin in celice dokončno sprali z gojiščem. 
Suspenzijo celic in gojišča smo s pipeto rahlo premešali, tako da je nastala homogena 
suspenzija. Nato smo izmerili koncentracijo celic z barvanjem celic s tripanskim modrilom 
(Trypan Blue Stain 0,4 %; ThermoFisher Scientific) z avtomatskim digitalnim števcem 
Contess Automated Cell Couter (ThermoFisher Scientific, Massachusetts, ZDA). V vsako 
jamico mikrotitrske plošče smo odpipetirali 100 µl pripravljene redčine celične suspenzije,  
da je bil nanos 105 celic/jamico. 
Naslednji dan smo pregledali celični monosloj, ki je bil 80 % konfluenten, kar je ustrezno 
za inokulacijo virusov. Izhodiščno suspenzijo virusa smo najprej redčili v razmerju 1:2 v 
gojišču in nato pripravili 10× redčine (10-1-10-7). Iz mikrotitrske plošče smo odstranili 
gojišče in na celični sloj inokulirali 100 µl posamezne redčine virusa glede na shemo (Slika 
11). Za negativno kontrolo smo uporabili samo sveže gojišče brez virusov. Mikrotitrske 
plošče smo inkubirali 1 uro v termostatu na 37 °C z 5  % CO2. Po inkubaciji smo odstranili 
virusne suspenzije in celicam dodali 100 µl gojišča DMEM GlutaMAX™-I z 10 % FTS in 
ponovno vrnili v termostat. 
Po 3-5 dneh (odvisno od virusa: KMEV: 5. dan, WNV: 3. dan, YFV: 3. dan, USUV: 5. dan) 
smo mikrotitrsko ploščo pregledali pod invertnim mikroskopom NIKON Eclipse TS100 
(Nikon Instruments Europe B.V., Amsterdam, Nizozemska) in ugotavljali pojav CPU. 
Pozitiven rezultat so opaženi CPU. Z metodo po Spearman-Karberju smo nato določili 
vrednost TCID50/ml, ki predstavlja količino infektivnih delcev v mililitru, ki povzročijo CPU 
pri 50 % celic inokulirane celične kulture. 
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Slika 11: Načrt mikrotitrske plošče za izvedbo metode TCID50. Načrt prikazuje razporeditev redčin virusa 
in negativnih kontrol (NK) na mikrotitrski plošči. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 RT-PCR V REALNEM ČASU 
 
4.1.1 Vpeljava RT-PCR v realnem času za dokazovanje  YFV 
Pri vpeljavi metode RT-PCR  v realnem času za dokazovanje YFV smo določali optimalno 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov tako, da smo vzorcem pri različnih redčinah v 
reakcijske mešanice za RT-PCR v realnem času dodali različne koncentracije 
oligonukleotidnih začetnikov, pri čemer smo vsako kombinacijo redčine virusne RNA in 
koncentracije oligonukleotidnih začetnikov pripravili v dveh ponovitvah. Pri nižjih redčinah 
virusne RNA (10-2, 10-3, 10-4) ni vidnih razlik v rezultatih vrednosti Ct. Zato smo iste 
koncentracije začetnih oligonukleotidov uporabili še pri višjih redčinah virusne RNA (10-6, 
10-7, 10-8). S primerjavo vrednosti Ct vidimo, da sprememba koncentracij oligonukleotidnih 
začetnikov ne vpliva na pomnoževanje tarčnih zaporedij. Vidimo, da razlik skoraj ni, saj so 
razlike v Ct vrednostih manjše od enega cikla (Preglednica 10).   
Preglednica 10: Primerjava vrednosti Ct pri uporabi različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov 
YFV F in YFV R ter različnih redčin virusne RNA 
redčina virusne RNA 
konc. začetnih 
oligonukeotidov (µM) 
povprečje vrednosti 
Ct dveh ponovitev 
standardni odklon 
1,00E-02 0,3 18,24 0,03 
 0,4 18,28 0,04 
 0,6 18,41 0,01 
1,00E-03 0,3 21,86 0,02 
 0,4 21,88 0,05 
 0,6 21,98 0,06 
1,00E-04 0,3 25,35 0,02 
 0,4 25,35 0,05 
 0,6 25,39 0,01 
1,00E-06 0,3 30,87 0,11 
 0,4 30,98 0,32 
 0,6 30,93 0,1 
1,00E-07 0,3 34,61 1,43 
 0,4 34,19 0,83 
 0,6 34,3 0,31 
1,00E-08 0,3 36,8 * 
 0,4 ** ** 
 0,6 37,05 0,21 
Legenda: * - Ni podatka o standardnem odklonu, ker smo vrednost Ct dobili le pri eni ponovitvi., ** - Rezultat 
je bil negativen, nismo dobili vrednosti Ct. 
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Ker koncentracija začetnih oligonukleotidov ni vplivala na uspešnost pomnoževanja 
tarčnega zaporedja, smo za nadaljnje poskuse izbrali najnižjo koncentracijo 
oligonukleotidnih začetnikov, ki je 0,3 µM. 
 
Za ugotavljanje specifičnosti vpeljane metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje YFV 
smo skušali pomnožiti tarčno zaporedje drugih flavivirusov in bunjavirusov. Ugotovili smo, 
da je vpeljana metoda specifična za dokaz RNA YFV , ker z le to ne pomnožujemo virusne 
RNA drugih flavivirusov in bunjavirusov.  
 
Notranjo in zunanjo varianco metode smo določili tako, da smo analizirali standardne 
odklone vrednosti Ct treh ponovitev v enem testiranju (notranja varianca) ali v treh ločenih 
testih (zunanja varianca) in nato izračunali varianco. Krivulje pomnoževanja preverjanja 
notranje ponovljivosti metode so prikazane na Sliki 12. Standardni odklon določanja 
notranje variance metode je bil od 1-18 % (Preglednica 11). Največje odstopanje vrednosti 
Ct smo ugotovili pri 104-kratni (2,6 × 102 kopij RNA/µl) redčini. Koeficient variance 
določanja zunanje variance metode je bil od 3-15 %, s tem, da rezultatov tretjega dne nismo 
upoštevali pri izračunu povprečja zaradi prevelikega odstopanja.  
 
Preglednica 11: Notranja in zunanja varianca metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje YFV 
konc. 
virusne 
RNA 
(c/µl) 
DAN 1 DAN 2 DAN 3 
Ct 
(povp. 
vseh 
dni) 
Ct 
(povp. 
SD) CV 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
3,1E+04 19,26 0,03 0,0009 20,05 0,02 0,0004 19,78 0,06 0,0036 19,7 0,04 4 % 
3,1E+03 22,65 0,00 0,0000 23,83 0,06 0,0036 23,73 0,04 0,0016 23,4 0,03 3 % 
3,1E+02 26,32 0,04 0,0016 28,26 0,06 0,0036 28,27 0,12 0,0144 27,62 0,07 7 % 
3,1E+01 29,63 0,09 0,0081 31,64 0,28 0,0784 31,93 0,19 0,0361 31,07 0,19 19% 
3,1E+00 32,77 0,27 0,0729 36,95 1,25 1,5625 38,47 0,49 0,2401 * * * 
Legenda: * - Rezultatov 3. dne nismo upoštevali pri izračunu povprečja zaradi prevelikega odstopanja.  
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Slika 12: Prikaz krivulj pomnoževanja preverjanja notranje variance metode RT-PCR v realnem času 
iz programa ABI 7500 FAST (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, ZDA) 
 
Standard smo pripravili tako, da smo z metodo dPCR vzorcu YFV sev FNV, pasaža 1 
določili koncentracijo RNA. Standard YFV sev FNV, pasaža 1 vsebuje 2,6 × 106 kopij 
RNA/µl. Standardno umeritveno krivuljo, ki je s pripadajočo enačbo prikazana na Sliki 13,  
smo osnovali z uporabo desetkratnih redčin standardne virusne RNA.  
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Slika 13: Standardna umeritvena krivulja za določevanje koncentracije YFV RNA 
 
Pri določanju občutljivosti metode smo izračunali točno število kopij RNA/µl, ki jih lahko 
zaznamo z izbrano metodo. Meja občutljivosti metode RT-PCR v realnem času za 
dokazovanje YFV je 4,3 kopij RNA/µl. 
 
 
4.1.2 Vpeljava RT-PCR v realnem času z dokazovanje USUV 
 
Pri vpeljavi metode RT-PCR  v realnem času za dokazovanje USUV smo določali optimalno 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov tako, da smo vzorcem pri različnih redčinah v 
reakcijske mešanice za RT-PCR v realnem času dodali različne koncentracije 
oligonukleotidnih začetnikov, pri čemer smo vsako kombinacijo redčine virusne RNA in 
koncentracije oligonukleotidnih začetnikov pripravili v dveh ponovitvah. Pri nižjih redčinah 
virusne RNA (10-2, 10-3, 10-4) ni vidnih razlik v rezultatih vrednosti Ct. Zato smo iste 
koncentracije začetnih oligonukleotidov uporabili še pri višjih redčinah virusne RNA (10 -6, 
10-7, 10-8). S primerjavo vrednosti Ct vidimo, da sprememba koncentracij oligonukleotidnih 
začetnikov ne vpliva na pomnoževanje tarčnih zaporedij, saj so razl ike v vrednostih Ct 
manjše od enega cikla (Preglednica 12).  Zato smo za nadaljnjo uporabo izbrali najnižjo 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov, ki je 0,5 µM. 
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Preglednica 12: Primerjava vrednosti Ct pri uporabi različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov 
USU-F in USU-R ter različnih redčin virusne RNA 
redčina virusne RNA 
konc. začetnih 
oligonukeotidov (µM) 
povprečje Ct 
dveh ponovitev 
standardni odklon 
1,00E-02 0,5 18,7 0,15 
 0,6 18,68 0,06 
 0,8 18,76 0,05 
1,00E-03 0,5 22,13 0,16 
 0,6 22,04 0,08 
 0,8 22,15 0,16 
1,00E-04 0,5 25,54 0,1 
 0,6 25,39 0,09 
 0,8 25,54 0,13 
1,00E-06 0,5 31,34 0,29 
 0,6 31,28 0,17 
 0,8 31,11 0,09 
1,00E-07 0,5 35,94 0,8 
 0,6 36,31 0,15 
 0,8 36,29  
1,00E-08 0,5 * * 
 0,6 * * 
 0,8 * * 
Legenda: * - Rezultat je bil negativen, nismo dobili vrednosti Ct.  
 
Za ugotavljanje specifičnosti vpeljane metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje 
USUV smo skušali pomnožiti tarčno zaporedje drugih flavivirusov in bunjavirusov. 
Ugotovili smo, da je vpeljana metoda specifična za dokaz RNA USUV, ker z le to ne 
pomnožujemo virusne RNA drugih flavivirusov in bunjavirusov. .  
 
Notranjo in zunanjo varianco metode smo določili tako, da smo analizirali standardne 
odklone vrednosti Ct treh ponovitev v enem testiranju (notranja varianca) ali v treh ločenih 
testih (zunanja varianca) in nato zračunali varianco. Standardni odklon določanja notranje 
variance metode je bil od 0-28 % (Preglednica 9). Znotraj reakcij in med reakcijami je prišlo 
le do manjših odstopanj, največje odstopanje smo ugotovili pri 105-kratni (3,1 × 10 kopij 
RNA/µl) redčini (Preglednica 13). Koeficient variacije določanja zunanje variance metode 
je bil od 3-19 %, pri čemer zadnje redčine (3,1 kopij RNA/µl) nismo upoštevali pri izračunu 
povprečja zaradi prevelikega odstopanja.  
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Preglednica 13: Notranja in zunanja varianca metode RT-PCR v realnem času za dokazovanje USUV 
konc. 
virusne 
RNA 
(c/µl) 
DAN 1 DAN 2 DAN 3 
Ct 
(povp. 
vseh 
dni) 
Ct 
(povp. 
SD) CV 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
Ct (povp. 
3 
ponovitev) 
Ct  
(SD) 
Ct 
(VAR) 
3,1E+04 19,26 0,03 0,0009 20,05 0,02 0,0004 19,78 0,06 0,0036 19,7 0,04 4 % 
3,1E+03 22,65 0,00 0,0000 23,83 0,06 0,0036 23,73 0,04 0,0016 23,4 0,03 3 % 
3,1E+02 26,32 0,04 0,0016 28,26 0,06 0,0036 28,27 0,12 0,0144 27,62 0,07 7 % 
3,1E+01 29,63 0,09 0,0081 31,64 0,28 0,0784 31,93 0,19 0,0361 31,07 0,19 19% 
3,1E+00 32,77 0,27 0,0729 36,95 1,25 1,5625 38,47 0,49 0,2401 * * * 
Legenda: * - Pri izračunu povprečja nismo upoštevali zadnjih redčin (3,1 kopij RNA/µl), zaradi prevelikega 
odstopanja. 
  
Standard smo pripravili tako, da smo z metodo dPCR vzorcu USUV sev Vienna 2001, pasaža 
8 določili koncentracijo RNA. Standard USUV sev Vienna 2001, pasaža 8 vsebuje 3,1 × 105 
kopij RNA/µl. Standardno umeritveno krivuljo, ki je s pripadajočo enačbo prikazana na Sliki 
14,  smo osnovali z uporabo desetkratnih redčin standardne virusne RNA.   
 
 
Slika 14: Standardna umeritvena krivulja za določevanje koncentracije USUV RNA 
 
Pri določanju občutljivosti metode smo izračunali točno število kopij RNA/µl, ki jih lahko 
zaznamo z izbrano metodo. Meja detekcije RNA USUV z metodo RT-PCR v realnem času 
je 4,4 kopije RNA/µl. 
 
 
y = -0,264x + 10,142
0
1
2
3
4
5
6
15 20 25 30 35
lo
g
1
0
 (
k
o
n
c
. v
ir
u
sn
e
 R
N
A
)
Ct
39 
Primožič A. Primerjava standardne in molekularne metode za določitev koncentracije arbovirusov. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
4.2 REZULTATI dPCR 
 
Z metodo dPCR smo trem pasažam (2., 5., in 8.) virusa KMEV sev Ljubljana I, dvema 
pasažama (3., 6.) virusa WNV sev Egypt 101, dvema pasažama (5., 8.) virusa  WNV sev 
Madagascar TC907, dvema pasažama (1., 4.) virusa YFV sev FNV in dvema pasažama (8., 
11.) virusa USUV sev Vienna 2001 določili koncentracijo virusne RNA. Pri tem smo 
upoštevali enakost, da je 1 kopija cDNA = 1 kopija RNA. Količina cDNA je po reakciji 
obratnega prepisa enaka količini RNA, ker reverzna transkriptaza med prepisovanjem 
razgradi molekulo RNA.  
Pred izvedbo metode dPCR smo najprej virusno RNA prepisali v cDNA. Po končanih 
reakcijah dPCR smo čipe odčitali v aparatu QuantStudioTM 3D Digital PCR Instrument in 
analizirali rezultate s programom QuantStudioTM 3D AnalysisSuite Cloud Software.  
Dobili smo raztresene grafikone za posamezne reakcije in podatke o natančnosti reakcij , ki 
izraža interval zaupanja izmerjenih vrednosti z določeno verjetnostjo, da porazdelitev med 
predelki s pomnoževanjem in predelki brez pomnoževanja sledi Poissonovem modelu, ter 
koncentraciji virusne RNA. 
Raztreseni grafikon (angl. scatter plot) (Slika 15, 16, 17, 18) prikazuje vsak predelek čipa 
kot piko. Predelki v katerih je potekalo pomnoževanje tarčnega zaporedja (predelki s 
pomnoževanjem) so obarvani modro, rumeno pa so obarvani predelki, v katerih 
pomnoževanje tarčnega zaporedja ni potekalo (predelki brez pomnoževanja). Y os prikazuje 
jakost fluorescence FAM, x os prikazuje jakost fluorescence VIC, ki v našem primeru ni 
prisotna.  
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Slika 15: Raztreseni grafikoni za vzorce TBE1 (A), TBE2 (B), TBE3 (C) iz programa QuantStudio™ 3D 
AnalysisSuite™ Cloud Software (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). A: Število predelkov s 
pomnoževanjem (FAM): 28, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 15418., B: Število predelkov 
s pomnoževanjem (FAM): 163, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 16172., C: Število 
predelkov s pomnoževanjem (FAM): 1006, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 15932.  
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Slika 16: Raztreseni grafikoni za vzorce WNV1 (A), WNV2 (B), WNV1 L2 (C), WNV2 L2 (D) iz 
programa QuantStudio™ 3D AnalysisSuite™ Cloud Software (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). A: 
Število predelkov s pomnoževanjem (FAM): 10324, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 4822., 
B: Število predelkov s pomnoževanjem (FAM): 7700, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 
8994., C: Število predelkov s pomnoževanjem (FAM): 2750, število predelkov brez pomnoževanja (NO-
AMP): 14680., D: Število predelkov s pomnoževanjem (FAM): 5344, število predelkov brez pomnoževanja 
(NO-AMP): 11199 
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Slika 17: Raztresena grafikona za vzorca YF1 (A), YF2 (B) iz programa QuantStudio™ 3D 
AnalysisSuite™ Cloud Software (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). A: Število predelkov s 
pomnoževanjem (FAM): 13584, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 2205., B: Število predelkov 
s pomnoževanjem (FAM): 4786, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 11655. 
43 
Primožič A. Primerjava standardne in molekularne metode za določitev koncentracije arbovirusov. 
    Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2017 
 
Slika 18: Raztresena grafikona za vzorca USU1 (A), USU2 (B) iz programa QuantStudio™ 3D 
AnalysisSuite™ Cloud Software (Applied Biosystems, Kalifornija, ZDA). A: Število predelkov s 
pomnoževanjem (FAM): 6602, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 11120., B: Število predelkov 
s pomnoževanjem (FAM): 11676, število predelkov brez pomnoževanja (NO-AMP): 4361. 
 
Dobili smo podatke o natančnosti reakcij, ki je bila pri določanju koncentracije RNA vzorca 
TBE1  44,83 %, TBE2 16,59 %, TBE3 6,38 %, WNV1 2,30 %, WNV2 2,38 %, WNV1 L2 
3,86 %, WNV2 L2 2,80 %, YF1 2,01 %, YF2 2,89 %, USU1 2,47 % in USU2 1,20 %. 
Koncentracija virusne RNA je v vzorcu TBE1 2,4 × 105 kopij RNA/ml, TBE2 1,3 × 106 
kopij RNA/ml, TBE3 8,1 × 106 kopij RNA/ml (Preglednica 14), WNV1 3,3 × 107 kopij 
RNA/ml, WNV2 1,7 × 107 kopij RNA/ml, WNV1 L2 2,3 × 106, WNV2 L2 5,3 × 106 kopij 
RNA/ml (Preglednica 15), YF1 2,6 × 109 kopij RNA/ml, YF2 4,6 × 108 kopij RNA/ml 
(Preglednica 16), USU1 3,1 × 108 kopij RNA/ml in v vzorcu USU2 8,7 × 108 kopij RNA/ml 
(Preglednica 17).  
Preglednica 14: Kvantifikacija KMEV 
Oznaka vzorca št. kopij RNA/ml 
TBE1 2,4E+05 
TBE2 1,3E+06 
TBE3 8,1E+06 
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Preglednica 15: Kvantifikacija WNV 
Oznaka vzorca št. kopij RNA/ml 
WNV1 3,3E+07 
WNV2 1,7E+07 
WNV3 3,3E+08* 
WNV1 L2 2,3E+06 
WNV2 L2 5,3E+06 
Legenda: * - Koncentracije vzorca nismo določili z metodo dPCR, ampak naknadno z umeritveno krivuljo pri 
kvantitativnem RT-PCR v realnem času (Priloga L). 
Preglednica 16: Kvantifikacija YFV 
Oznaka vzorca št. kopij RNA/ml 
YF1 2,6E+09 
YF2 4,6E+08 
 
Preglednica 17: Kvantifikacija USUV 
Oznaka vzorca št. kopij RNA/ml 
USU1 3,1E+08 
USU2 8,7E+08 
USU3 2,8E+09* 
Legenda: * - Koncentracije vzorca nismo določili z metodo dPCR, ampak naknadno z umeritveno krivuljo pri 
kvantitativnem RT-PCR v realnem času (poglavje 4.1.2). 
 
4.3 REZULTATI TCID50 
 
Vrednosti TCID50/ml smo izračunali s kalkulatorjem TCID50 (Marco Binder, Heidelberg 
University), ki temelji na Spearman-Karberjevem algoritmu. V kalkulator smo vnesli 
naslednje parametre: volumen v posamezni luknjici (100 µl), število ponovitev posamezne 
redčine (9), redčitveni faktor (10), redčina v prvi luknjici (1:2), število pozitivnih in 
negativnih luknjic (primer: Slika 19). Dobili smo  vrednosti TCID50/ml in zadnjo redčino 
virusa pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah. V Prilogah A-K so zbrani podatki o 
izračunih za vse vzorce.  
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Slika 19: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorca TBE1 in TBE2 
s TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -3,3. 
 
Z metodo TCID50 smo določili virusno koncentracijo trem pasažam KMEV sev Ljubljana I 
(p2, p5, p8), trem pasažam WNV sev Egypt 101 (p3, p6, p8), dvema pasažama WNV sev 
Madagascar TC907 (p5, p8), dvema pasažama YFV sev FNV (p1, p4) in dvema pasažama 
USUV sev Vienna 2001 (p8, p11) (Preglednica 18).  
Preglednica 18: Virusne koncentracije pridobljene z metodo TCID50/ml  
Oznaka vzorca TCID50/ml 
TBE1 6,3E+05 
TBE2 6,3E+05 
TBE3 8,2E+06 
WNV1 1,8E+08 
WNV2 1,1E+08 
WNV3 3,8E+08 
WNV1 L2 3,8E+06 
WNV2 L2 3,8E+06 
YF1 8,2E+07 
YF2 1,4E+07 
USUV1 2,3E+07 
USUV2 2,9E+07 
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4.4 POVEZAVA MED REZULTATI TEHNIK TCID50 IN dPCR  
 
Primerjali smo rezultate kvantifikacije virusne RNA z metodo dPCR in rezultate določanja 
kužnih delcev z metodo TCID50 ter skušali opredeliti povezavo med številom kužnih delcev 
in številom genomov. Za interpretacijo pridobljenih podatkov smo izračunali razmerja med  
kvantitativnimi nizi podatkov (Preglednica 19). 
Preglednica 19: Primerjava števila kužnih virusov in kopij virusne RNA 
Oznaka 
vzorca 
TCID50/ml št. kopij RNA/ml  k (
𝑻𝑪𝑰𝑫𝟓𝟎/𝒎𝒍
š𝒕.𝒌𝒐𝒑𝒊𝒋 𝑹𝑵𝑨/𝒎𝒍
) 
Povprečni 
koeficient med 
pasažami  
TBE1 6,3E+05 2,4E+05 2,63  
1,37 
 
TBE2 6,3E+05 1,3E+06 0,48 
TBE3 8,2E+06 8,1E+06 1,00 
WNV1 1,8E+08 3,3E+07 5,30  
4,22 
 
WNV2 1,1E+08 1,7E+07 6,21 
WNV3 3,8E+08 3,3E+08 1,14 
WNV1 L2 3,8E+06 2,3E+06 1,65 1,18 
 WNV2 L2 3,8E+06 5,3E+06 0,72 
YF1 8,2E+07 2,6E+09 0,03 0,03 
 YF2 1,4E+07 4,6E+08 0,03 
USU1 2,3E+07 3,1E+08 0,07 0,05 
 USU2 2,9E+07 8,7E+08 0,03 
 
Pri KMEV se koeficient po pasažah spreminja, saj znaša v 2. pasaži 2,63, v 5. pasaži 0,48 in 
v 8. pasaži 1,00. V povprečju je razmerje med koncentracijo genoma in kužnih delcev 
približno 1, torej metoda dPCR poda precej natančne rezultate o količini kužnih virusov.   
Pri WNV linija 1 nam primerjava med rezultati obeh tehnik poda razmerje v povprečju 4,2. 
Opazimo, da se koeficient po pasažah spreminja, saj je v 3. pasaži 5,30, v 6. pasaži 6,21 in 
v 8. pasaži 1,14. Ker je povprečni koeficient višji od 1, pomeni, da smo s TCID50 dokazali 
več kužnih delcev kot smo z dPCR izmerili koncentracijo genomske RNA. Pri WNV linija 
2 razmerja kažejo, da dPCR poda precej natančne rezultate o količini kužnih virusov, saj je 
koeficient v povprečju približno 1. Koeficient se je po pasažah spreminjal: v 5. pasaži 1,65 
ter v 8. pasaži 0,72.  
Koeficient razmerja pri YFV je bil višji v prid koncentraciji virusne RNA in sicer smo 
dokazali za 2 logaritma višjo koncentracijo RNA/ml od koncentracije kužnih delcev 
izmerjenih s TCID50/ml. Koeficient je v povprečju  znašal 0,03, kar pomeni , da je pri 
izmerjeni koncentraciji 100 kopij virusne RNA/ml prisoten komaj kakšen kužen virus. 
Koeficient se med pasažami virusa ni spreminjal.  
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Pri USUV nam primerjava količine kužnih delcev in števila kopij virusne RNA poda 
povprečno razmerje ene kopije virusne RNA na 0,05 TCID50. Med št. kopij RNA/ml in 
TCID50/ml je 2 logaritma razlike. Koeficient se pri pasažah ne spreminja.   
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5 RAZPRAVA 
Arbovirusi se v naravi ohranjajo v kompleksnih krogih med členonožci in vretenčarji. 
Razvili so strategije prilagajanja in širjenja na nova območja. Na njihovo pojavnost vplivajo 
tako podnebne spremembe, kot okolijski in človeški dejavniki. Porajajoči se flavivirusi so 
ena od pomembnih groženj za javno zdravje po vsem svetu. Okolijski in podnebni vplivi ter 
tudi urbanizacija, mednarodna potovanja, globalna trgovina so pomembno vplivali na 
razširitev flavivirusov na nova področja in prilagoditev na nove gostiteljske vrste. V zadnjem 
desetletju so se številni flavivirusi pojavili na povsem novih področjih ter v novih 
temperaturnih okoljih, za katere je do nedavnega veljalo, da ne sodijo v tvegana območja, 
kot npr. WNV v Ameriki, USUV v Evropi, virus Zika v Aziji in Južni Ameriki in drugi  
(Maeda A. in Maeda J., 2013; Pfeffer in Dobler, 2010) 
Z magistrsko nalogo smo vpeljali metodi RT-PCR v realnem času za dokazovanje YFV in 
USUV ter jima določili specifičnost in občutljivost. Pripravili smo standarde za kvantitativni 
RT-PCR v realnem času za viruse KME, WNV, YFV in USUV ter analizirali uporabnost 
dPCR za posredno kvantifikacijo kužnih delcev v vzorcih virusov gojenih na celični kulturi.  
Da bi lahko izmerili koncentracijo virusne RNA z dPCR pri YFV in USUV, smo morali 
najprej vpeljati specifični metodi za detekcijo obeh virusov. Za dokaz YFV smo uporabili 
začetne oligonukleotide in sondo, ki so jih uporabili Fernandes-Monteiro in sod. (2015), za 
dokaz USUV pa začetne oligonukleotide in sondo, ki so jih uporabili Cavrini in sod. (2011). 
Obe metodi smo morali prilagoditi za pomnoževanje na aparatih ABI7500Fast in ABI 
StepOne ter komercialni komplet reagentov TaqMan Fast Virus Mix. Obe metodi sta 
specifični , hitri (27 min 20 s) in občutljivi. Meja občutljivosti metode RT-PCR v realnem 
času za dokazovanje YFV je 4,3 kopij RNA/µl in za dokazovanje USUV 4,4 kopije RNA/µl.  
Sipanje rezultatov pri določanju notranje variance metode za dokaz YFV je bilo od 1-18 %. 
Največje odstopanje vrednosti Ct smo ugotovili pri 104-kratni (2,6 × 102 kopij RNA/µl) 
redčini, kar najverjetneje lahko pripišemo človeškemu faktorju pipetiranja. Koeficient 
variance določanja zunanje variance metode je bil od 3-15 %. Kot zasledimo v literaturi 
(Fernandes-Monteiro in sod., 2015), kriterij sprejemljivosti pravi, da CV ne sme preseči  
20 %, torej sklepamo, da je ponovljivost metode v redu, saj je bilo sipanje rezultatov manjše 
od 20 %. Standardni odklon določanja notranje variance metode za dokaz USUV je bil  od  
0-28 %. Znotraj reakcij in med reakcijami je prišlo le do manjših odstopanj, največje 
odstopanje smo ugotovili pri 105-kratni (3,1 × 10 kopij RNA/µl) redčini in ker le-ta vsebuje 
najmanjše število kopij RNA, lahko že majhno odstopanje privede do razlike v rezultatih . 
Vzrok za to bi lahko bilo slabo pipetiranje. Koeficient variance določanja zunanje variance 
metode je bil od 3-19 %. Sklepamo, da je ponovljivost metode sprejemljiva, saj je bilo 
sipanje rezultatov manjše od 20 %.  
Nadalje smo želeli z magistrsko nalogo ugotoviti ali lahko sodobne molekularne tehnike, kot 
je na primer digitalni PCR, vsaj deloma nadomestijo klasične virološke tehnike, za oceno 
števila kužnih delcev v vzorcih virusov gojenih na celičnih kulturah. Poznavanje 
koncentracije kužnih delcev je zelo pomembno za načrtovanje različnih raziskav in 
diagnostičnih metod, pri katerih moramo umeriti koncentracijo virusa in koncentracijo celic. 
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Vendar pa so klasične virološke metode, kot sta TCID50 in PFU, izjemno zahtevne in 
dolgotrajne ter pogosto ne dajo ponovljivih rezultatov, zato se vse pogosteje pojavlja 
vprašanje ali bi lahko s sodobnimi molekularnimi tehnikami vsaj deloma premestili te 
težave.  
Za interpretacijo pridobljenih rezultatov smo oblikovali razmerja med kvantitativnimi nizi 
podatkov. Za primerjavo standardne in molekularne metode za določitev koncentracije 
flavivirusov oziroma primerjavo števila kužnih virusov in kopij virusne RNA, smo 
izračunali razmerja 
𝑇𝐶𝐼𝐷50 /𝑚𝑙
š𝑡.𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗  𝑅𝑁𝐴/𝑚𝑙
. Koeficient enak 1 nam pove, da metodi dPCR in TCID50 
podobno ocenita koncentracijo virusov. Pri koeficientu manjšem od 1 je število kopij 
genomov večje od števila kužnih virusov, pri koeficientu večjem od 1 ravno obratno. Želeli 
smo ugotoviti, če lahko naredimo primerjavo med obema tehnikama oziroma izračunamo 
koeficient med njima, da bi lahko v prihodnje za oceno števila kužnih delcev uporabljali 
samo dPCR, ki je sicer natančna in hitra metoda. Pri tem bi za eno pasažo posameznega 
virusa izračunali koeficient, ki bi ga uporabili za oceno števila kužnih delcev pri ostalih 
pasažah, pri katerih bi uporabili le metodo dPCR. Zaradi tega smo za določanje koeficientov 
pri vsakem virusu uporabili več pasaž, da bi videli ali se koeficient med pasažami spreminja. 
Če bi se koeficient med pasažami močo spreminjal, bi morali za določanje števila kužih 
virusov vsakokrat uporabiti metodo TCID50.   
Ugotovili smo, da lahko za določanje ocene števila kužnih virusov v nadaljnje uporabljamo 
metodo dPCR pri YFV, USUV, KMEV in WNV linija 2. Za oceno števila kužnih virusov 
pa ne moremo uporabljati metode dPCR pri WNV linija 1, saj uporabljena metoda RT-PCR 
očitno ne oceni dovolj natančno števila kopij RNA. Iz tega lahko sklepamo, da lahko različne 
mutacije vplivajo na molekularno diagnostiko, saj je metoda dPCR za določanje 
koncentracije virusne RNA WNV uporabna le za WNV linija 2.  
Pri primerjavi koncentracij pridobljenih z dPCR ali TCID50 opazimo, da je pri YFV in USUV 
število genomov za 2 logaritma višje od vrednosti TCID50, pri čemer se koeficienti med 
pasažami ne spreminjajo (YFV) oz. so razlike minimalne (USUV) . Zaradi stabilnosti 
koeficienta med pasažami sklepamo, da bi v primeru YFV in USUV digitalni PCR lahko 
uporabili za oceno števila kužnih delcev v vzorcih.  Ker je k<1, si to lahko razlagamo kot 
komaj kakšen kužni virus, če je prisotnih 100 kopij virusne RNA. Eden možnih vzrokov bi 
lahko bili okvarjeni interferenčni delci (DI, angl. defective interfering particles). Zaradi 
narave od RNA odvisne polimeraze RNA, ki je nagnjena k napakam, lahko pride do skrajnih 
primerov genetskih sprememb, katerih rezultat so DI delci, pri katerih so veliki deli genoma 
starševskega virusa izbrisani (Li in sod., 2011). Genomi teh delcev so krajši, zato se očitno 
prednostno pomnožijo, kar ovira replikacijo starševskih virusov (Salas-Benito in De Nova-
Ocampo, 2015). Li in sod. (2011) so ugotovili, da so populacije virusov, ki vsebujejo te 
nepopolne virusne delce, manj virulentne. Ko so virusi kultivirani v celičnih kulturah v 
serijah pasaž, lahko prisotnost virusom podobnih DI delcev povzroča vzpone in padce v 
virusnih populacijah. DI delci so virusom podobni stranski produkti okužb, ki sami niso 
sposobni okužbe celic zaradi mutacij, običajno obsežnih delecij. Pri sočasni okužbi celic z 
virusi in DI delci, DI delci tekmujejo za vire, ki jim omogočajo reprodukcijo na račun 
virusnih delcev. Značilnost teh delcev je njihov pojav ob visokih MOI (intenziteta okužbe, 
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angl. multiplicity of infection). Pri YFV opazimo tudi, da koncentracija kužnih delcev skozi 
pasaže pada. Stauffer Thompson in Yin (2010) sta z ohranjanjem MOI skozi serije pasaž 
opazila reden vzorec vedenja populacij, pri katerem se je povprečni donos virusov hitreje 
zmanjšal pri pasažah z višjimi MOI. Pri višjih MOI se več virusov in DI delcev prenese iz 
ene generacije na drugo, kar omogoča hitrejše kopičenje DI delcev in večji zaviralni učine k 
na rast virusov. Lahko pa so okužbe z višjimi MOI v odsotnosti DI delcev povezane z višjimi 
stopnjami nastanka novih delcev (Stauffer Thompson in Yin, 2010). Drug možen vzrok za 
padec koncentracije kužnih virusnih delcev skozi pasaže bi lahko bili SVP (sub-virusni delci, 
angl. subviral particles), ki so ena od značilnosti flavivirusov. Pri pomnoževanju flavivirusov 
nastajajo neinfektivni SVP delci, ki ne vsebujejo virusne RNA ali beljakovin C, ampak imajo 
beljakovine ovojnice organizirane v ikozaedrični strukturi, ki vsebuje lipide. Ker ti delci 
nimajo nukleokapside, ostanejo neinfektivni in ne razvijejo okužbe (Shustov in sod., 2007). 
Pri KMEV in WNV linija 2 eksperimentalni rezultati kažejo, da število kopij RNA/ml 
sovpada z enotami TCID50/ml. Pri obeh se koeficienti med pasažami sicer spreminjajo, 
vendar je to verjetno posledica tehničnih napak pri pripravi molekularnih vzorcev, kot 
dejansko nihanje v učinkovitosti pomnoževanja virusa na celični kulturi . Ugotovili smo, da 
digitalni PCR omogoča dobro oceno števila kužnih virusov za KMEV in WNV linija 2. 
V nasprotju dPCR očitno ne oceni dovolj natančno števila kopij RNA pri WNV linija 1 oz. 
za linijo 1 ni dovolj občutljiv, saj 1 kopija RNA/ml sovpada s 4,2 TCID50/ml. Ugotovili so, 
da je občutljivost metode 104 kopij RNA/ml (Linke in sod., 2011). Razlika v občutljivosti  
je lahko posledica razlik v tarčnih zaporedjih. Glede na rezultate lahko povzamemo, da 
izbrana molekularna metoda ni primerna za oceno števila kužnih delcev  oz. ne more 
nadomestiti klasične metode za določitev koncentracije WNV linija 1. 
Sposobnost določevanja virusnega titra hitro in z visoko natančnostjo je eno 
najpomembnejših orodij tako v diagnostični kot raziskovalni virologiji. Tradicionalne 
metode za kvantifikacijo kužnih virusnih delcev so dolgotrajne in zelo zahtevne. Izvedba 
zahteva visoko usposobljeno tehnično osebje in dostop do laboratorija 3. stopnje biološke 
varnosti. Poleg tega se rezultati med laboratoriji lahko razlikujejo zaradi subjektivne 
interpretacije in uporabe različnih celičnih linij. Zato se v današnjem času vedno pogosteje 
uporabljajo sodobne molekularne tehnike, ki so hitrejše, vendar je njihova glavna 
pomanjkljivost nezmožnost podajanja informacij o kužnosti. Ugotovili smo, da molekularne 
metode ne zagotavljajo vedno ustreznih rezultatov (WNV linija 1). V tem primeru lahko 
rečemo, da je le klasična tehnika TCID50 primerna za določevanje titrov  infektivnosti 
virusov. Vendar pa se tudi vrednosti TCID50 lahko za isti virus med laboratoriji razlikujejo 
zaradi uporabe različnih celičnih linij in subjektivne interpretacije rezultatov. Obstaja tudi 
več formul za izračun teh vrednosti. Z magistrsko nalogo smo dokazali, da z molekularno 
metodo v večini primerov (KMEV, WNV linija 2, YFV, USUV) lahko ocenimo število 
kužnih delcev, z izjemo WNV linija 1, za katerega izbrana metoda dPCR ni dovolj 
občutljiva.  Vendar pa moramo biti pri delu zelo natančni in imeti 100 % specifično ter dovolj 
občutljivo metodo dPCR. Ker smo ugotovili, da z digitalnim PCR v večini primerov lahko 
ocenimo število kužnih delcev, bi bilo uporabno izračunati koeficiente še za druge viruse, 
pri tem pa narediti še več ponovitev tako TCID50 kot dPCR.  
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6 SKLEPI 
 
Namen magistrskega dela je bil ugotoviti ali lahko med seboj primerjamo tradicionalno 
virološko tehniko TCID50 in molekularno tehniko dPCR ter izračunamo koeficient 
(
𝑇𝐶𝐼𝐷50/𝑚𝑙
š𝑡.𝑘𝑜𝑝𝑖𝑗  𝑅𝑁𝐴/𝑚𝑙
) med njima. Na podlagi eksperimentalnega dela in dobljenih rezultatov lahko 
povzamemo, da:  
- lahko izbrano metodo dPCR za določevanje koncentracije virusne RNA KMEV 
uporabljamo za določevanje ocene števila kužnih KMEV, pri čemer moramo 
upoštevati razmerje med vrednostjo TCID50/ml in številom kopij RNA/ml.  
- lahko izbrano metodo dPCR za določevanje koncentracije virusne RNA WNV 
uporabljamo za določevanje ocene števila kužnih WNV linija 2, pri čemer moramo 
upoštevati razmerje med vrednostjo TCID50/ml in številom kopij RNA/ml.  
- lahko izbrano metodo dPCR za določevanje koncentracije virusne RNA YFV 
uporabljamo za določevanje ocene števila kužnih YFV, pri čemer moramo upoštevati 
razmerje med vrednostjo TCID50/ml in številom kopij RNA/ml.  
- lahko izbrano metodo dPCR za določevanje koncentracije virusne RNA USUV 
uporabljamo za določevanje ocene števila kužnih USUV, pri čemer moramo 
upoštevati razmerje med vrednostjo TCID50/ml in številom kopij RNA/ml.  
- izbrane metode dPCR za določanje koncentracije viruse RNA WNV ne moremo 
uporabljati za določevanje ocene števila kužnih WNV linija 1.  
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7 POVZETEK 
 
Flavivirusi prestavljajo nekatere od najpomembnejših arbovirusov, ki so patogeni za ljudi. 
So rod v družini Flaviviridae in obsegajo več kot 70 različnih virusov, ki se prenašajo s 
komarji (YFV, DENV, JEV, WNV) in klopi (KMEV). Vsi imajo pomemben vpliv na javno 
zdravje. Njihova zemljepisna razširjenost je odvisna od razširjenosti naravnega rezervoarja, 
prenašalcev, okolijskih in antropogenih dejavnikov. Prav zato okolijske in podnebne 
spremembe, urbanizacija, mednarodno trgovanje in svetovna popotovanja lahko vplivajo na 
razširitev in prilagoditev na nove gostiteljske vrste, kar pa lahko vodi na vdor na nova 
območja (Heinz in Stiasny, 2012). Flavivirusi povzročajo širok spekter bolezni pri ljudeh od 
brezsimptomnih okužb, blage vročinske ali izpuščajne bolezni do hudih kliničnih zapletov, 
kot so: encefalitis, meningitis, hepatitis, mikrocefalija, hemoragična mrzlica in drugi (Maeda 
A. in Maeda J., 2013). 
Sposobnost določanja kužnih virusnih delcev v vzorcih je pomembno orodje v virologiji, 
tako pri raziskavah kot tudi v diagnostiki virusnih bolezni. Tradicionalno koncentracijo 
virusov določamo z metodami, ki temeljijo na gojenju virusov na celični kulturi, pri čemer 
opazujemo pojav CPU (TCID50) ali oblikovanje plakov na poltrdnih gojiščih (PFU). Glavna 
pomanjkljivost teh metod je njihova zahtevnost, občutljivost in časovna zamudnost. V 
nasprotju z njimi so molekularne metode hitrejše in manj subjektivne, vendar pa temeljijo 
na dokazu virusnega genoma in ne kužnih virusnih delcev (Jonsson in sod., 2009). 
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti uporabnost sodobnih molekularnih metod za 
določitev koncentracije kužnih delcev arbovirusov v vzorcih celičnih kultur in priprava 
standardov za kvantitativni RT-PCR v realnem času. V magistrski nalogi smo primerjali 
tehniki TCID50 in dPCR za določitev koncentracije kužnih delcev v več pasažah virusov 
KMEV, WNV, YFV in USUV. 
Metodo TCID50 smo izvajali v laboratoriju 3. stopnje biološke varnosti pod nadzorstvom 
usposobljene osebe. Pred izvedbo dPCR smo morali najprej izbrati primerne metode RT-
PCR v realnem času za specifičen dokaz posameznega virusa. Za dokazovanje KMEV in 
WNV smo uporabili metodi, ki sta že bili vpeljani v laboratorij. Za dokazovanje YFV in 
USUV smo morali najprej vpeljati metodi RT-PCR v realnem času, ju optimizirati, določiti 
občutljivost in specifičnost. Z dPCR smo pripravili tudi standarde za kvantitativno inačico 
RT-PCR v realnem času.  
Ugotovili smo, da bi lahko za KMEW, WNV linija 2, YFV in USUV uporabili metodo dPCR 
za oceno števila kužnih delcev v virusnih suspenzijah, vendar moramo predhodno izračunati 
razmerja med vrednostmi TCID50/ml in številom kopij RNA/ml. Kljub temu, pa smo 
ugotovili, da imajo tudi molekularne metode svoje pomanjkljivosti, saj so izredno občutljive 
na napake pri pipetiranju ter morebitne mutacije v virusnem genomu, ki lahko do take mere 
znižajo učinkovitost RT-PCR metode, da le-ta ni več primerna za določevanje ocene števila 
kužnih delcev, kot se je to pokazalo v naši raziskavi na primeru WNV linija 1.  
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PRILOGE 
 
Priloga A: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorca TBE1 in 
TBE2 s TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 
µl, število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -3,3. 
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Priloga B: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec TBE3 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -5,3. 
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Priloga C: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec YF1 s TCID50 
kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, število 
ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število pozitivnih 
(number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, zadnja 
redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -5,3. 
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Priloga D: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec YF2 s TCID50 
kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, število 
ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število pozitivnih 
(number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, zadnja 
redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -5,3. 
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Priloga E: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec USU1 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -5,3. 
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Priloga F: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec USU2 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -5,3. 
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Priloga G: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec WNV1 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -6,3. 
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Priloga H: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec WNV2 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -6,3. 
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Priloga I: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec WNV3 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -6,3. 
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Priloga J: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec WNV1 L2 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -4,3. 
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Priloga K: Izračun vrednosti TCID50/ml s pripadajočim standardnim odklonom za vzorec WNV2 L2 s 
TCID50 kalkulatorjem (Marco Binder, Heidelberg University). Volumen v posamezni luknjici 100 µl, 
število ponovitev posamezne redčin 9, redčitveni faktor 10, redčina v prvi luknjici 1:2. Prikazano število 
pozitivnih (number of positive wells) in negativnih (number of negative wells) luknjic pri posameznih redčinah, 
zadnja redčina pri kateri so CPU vidni pri vseh ponovitvah 10 -4,3. 
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Priloga L: Standardna umeritvena krivulja za določevanje koncentracije WNV RNA. 
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